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Zusammenfassung
Marine Phycotoxine werden von verschiedenen Planktonspezies produziert und wei-
sen ein breites Wirkungsspektrum und eine hohe strukturelle Diversita¨t auf, sodass
sie in weitere Untergruppen kategorisiert werden.
Der erste Abschnitt dieser Arbeit bescha¨ftigt sich mit dem Auftreten von Schalentier-
Toxinen an der Westku¨ste des Schwarzen Meeres, welche große Auswirkungen auf die
ansa¨ssige Muschelfischerei und -Aquakultur haben ko¨nnen. In einer vom 15. Mai bis
04. Juni 2019 andauernden Feldkampagne wurden 41 Stationen mithilfe eines 20 µm-
Planktonnetzes beprobt und anschließend durch Flu¨ssigkeitschromatographie mit
Fluoreszenzdetektion (engl. liquid chromatography with fluorescence detection, LC-
FD) und Flu¨ssigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-Massenspektrometrie
(LC-MS/MS) auf diverse Schalentier-Toxine untersucht. Bis auf Domoinsa¨ure konn-
ten alle erwarteten Toxine detektiert werden, wobei Yessotoxin in besonders großer
Menge nachgewiesen wurde. Wa¨hrend mit der Probennahme durch Netzzu¨ge die
meisten Schalentier-Toxine abgedeckt werden konnten, erfolgte die Detektion von
Azaspirosa¨uren (AZA) durch eine zusa¨tzliche Probennahme. Dazu wurde an 79 Sta-
tionen Wasser aus definierten Tiefen filtriert und die Ru¨cksta¨nde auf dem Filter
mittels LC-MS/MS untersucht. Dieses besonders sensitive und fu¨r AZA spezialisier-
te Verfahren wurde erstmalig im Schwarzen Meer angewendet. Dabei konnten trotz
verschiedener Gru¨nde, welche fu¨r ein Auftreten von Azaspirosa¨uren im Schwarzen
Meer sprechen, keine Azaspirosa¨uren detektiert werden.
Im zweiten Abschnitt wurde eine LC-MS/MS-basierte Methode zur Identifizierung
und Quantifizierung von Amphidinolen in Biomasse der Gattung Amphidinium ent-
wickelt. Amphidinole stellen eine Klasse von Phycotoxinen dar, die einerseits bedeut-
same pharmazeutische Effekte aufweisen, andererseits durch ihre lytische Aktivita¨t
mit auftretenden Fischsterben in Verbindung gebracht werden. Zur Idenfizierung be-
kannter Amphidinole und deren Quantifizierung wurde das
”
Selected Reaction Mo-
nitoring“ verwendet, wa¨hrend die Detektion bisher unbekannter Amphidinole u¨ber
den Neutralverlust-Scan erfolgte. In fu¨nf von neun analysierten Proben konnten ver-
schiedene bekannte Amphidinole nachgewiesen sowie Angaben u¨ber den Toxingehalt
pro Zelle gemacht werden. Zudem wurden 16 unbekannte Amphidinol-a¨hnliche Sub-
stanzen detektiert und massenspektrometrisch charakterisiert. Von diesen scheinen
12 Substanzen Derivate bekannter Amphidinole zu sein, wa¨hrend zwei Substanzen
vollkommen neue Amphidinole und zwei Substanzen glykosilierte Formen darstellen.
Dies ist der erste Nachweis von glykosilierten Phycotoxinen.
II
Abku¨rzungsverzeichnis
AM Amphidinol
ASP Amnesische Schalentiervergiftung (engl. amnesic shellfish
poisoning)
AZA Azaspirosa¨ure (engl. azaspiracid)
CAR Carteraol
CTD Leitfa¨higkeits-, Temperatur-, Tiefensonde (engl. conductivity
temperature depth)
CFP Ciguatera Fischvergiftung (engl. ciguatera fish poisoning)
DA Domoinsa¨ure (engl. domoic acid)
dc- decarbamoyl-
DNA Desoxyribonukleinsa¨ure (engl. deoxyribonucleic acid)
DSP Diarrho¨ische Schalentiervergiftung (engl. diarrhetic shellfish
poisoning)
DTX Dinophysistoxin
EPI verbesserter Produktionen-Scan (engl. enhanced product ion scan)
FD Fluoreszenz-Detektion
GD Goniodomin
GYM Gymnodimin
HAB scha¨dliche Algenbu¨te (engl. harmful algal bloom)
HPLC Hochleistungsflu¨ssigkeitschromatographie (engl. high performance
liquid chromatographie)
KAR Karatungiol
LC Flu¨ssigkeitschromatographie (engl. liquid chromatographie)
LP Luteophanol
III
LS Lingshuiol
LU Lumineszenz-Einheiten (engl. luminescence units)
MS Massenspektrometer
m/z Masse zu Ladungsverha¨ltnis
NEO Neosaxitoxin
NL Neutralverlust (engl. neutralloss)
NMR Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy)
NT Netzzug (engl. new tow)
NWG Nachweisgrenze
OA Okadasa¨ure (engl. okadaic acid)
-P -Phosphat
PCR Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. polymerase chain reaction)
PSP Paralytische Schalentiervergiftung (engl. paralytic shellfish
poisoning)
PTX Pectenotoxin
SIR Selected Ion Recording
S/N Signal/Rausch (engl. signal-to-noise)
SRM Selected Reaction Monitoring
SP Symbiopolyol
SPX Spirolid
STX Saxitoxin
THF Tetrahydrofuran
U Unbekannte Substanz
YTX Yessotoxin
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1 Einleitung
”
Da verwandelte sich alles Nilwasser in Blut. Die Fische im Nil star-
ben und der Nil stank, sodass die A¨gypter kein Nilwasser mehr trinken
konnten.“
Exodus 7, 20-21
1.1 Gefa¨hrliche Algenblu¨ten
Bei scha¨dlichen Algenblu¨ten (engl. harmful algal blooms, HABs) handelt es sich
um eine massenhafte Vermehrung von meist einer spezifischen Art, welche zu einer
Bedrohung fu¨r aquatische O¨kosysteme werden kann (Hallegraeff, 1993). Der zeitlich
versetzte mikrobielle Abbau der massenhaft gebildeten Biomasse fu¨hrt in Gewa¨ssern
zu einer starken Sauerstoffzehrung, wodurch Organismen mit aerober Lebensweise
ersticken. Verschiedene Algenarten sammeln sich außerdem fla¨chendeckend an der
Wasseroberfla¨che, was zur Bildung eines lichtundurchla¨ssigen Teppichs fu¨hrt und
somit den Tod phototropher Lebewesen zur Folge hat. Außerdem ko¨nnen einige
Algenarten diverse Toxine produzieren, welche als Phycotoxine bezeichnet werden
und als Bedrohung fu¨r weitere Lebensformen gelten. Gefa¨hrliche Algenblu¨ten treten
nicht nur in Ozeanen und Meeren auf, sondern ko¨nnen auch in Inlandsgewa¨ssern
wie Seen und Flu¨ssen vorkommen. Dort stellen sie neben bisher sehr gut erforschten
und kontrollierten chemischen Belastungen eine weitestgehend unbekannte Bedro-
hung dar (Brooks et al., 2016). Da diese Arbeit sich jedoch mit marinen Phycoto-
xinen bescha¨ftigt, werden im Su¨ßwasser auftretende Toxine nicht weiter behandelt.
Von den in marinen Gewa¨ssern ca. 5000 vorkommenden Algenarten sind in etwa
300 Arten in der Lage Algenblu¨ten auszubilden (FAO, 2004). Bereits in den fru¨hen
90er-Jahren wurde ein globaler Anstieg sowohl in Abundanz, Intensita¨t und geogra-
phischer Verbreitung von scha¨dlichen Algenblu¨ten festgestellt (Hallegraeff, 1993).
Auch in den kommenden Jahren ist ein weiterer Anstieg zu erwarten (Wells et al.,
2015). Diese Entwicklung ist sowohl natu¨rlicher als auch anthropogener Ursachen
geschuldet. Durch natu¨rlich auftretende Stu¨rme und vorhandene Meeresstro¨mungen
breiten sich Algenblu¨ten von ihrem Ursprungsort aus und ko¨nnen kilometerweit
transportiert werden (Glibert et al., 2005). Extrem weite Entfernungen werden je-
doch hauptsa¨chlich durch das Ballastwasser von Schiffen zuru¨ckgelegt, wodurch en-
demischen Arten neue Gebiete zuga¨nglich gemacht werden und somit eine globale
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Ausbreitung von HABs zur Folge hat (Butro´n et al., 2011). Als wichtigster Faktor
fu¨r das vermehrte Auftreten von HABs werden inzwischen der menschenverursachte
Klimawandel und der erho¨hte Na¨hrstoffeintrag gemacht (Heisler et al., 2008; Ander-
son, 2014; Glibert & Burford, 2017). Steigende Temperaturen und erho¨hte Stickstoff-
und Phosphorkonzentrationen durch Abwa¨sser, Landwirtschaft und ku¨stennahe In-
dustrie steigern das Wachstum von Mikroalgen und das daraus folgende Auftreten
von HABs drastisch (Brookes & Carey, 2011).
Von den 300 Arten, welche zur Algenblu¨te fa¨hig sind, bilden wiederum ungefa¨hr
75 Arten komplexe Biotoxine, welche ein erhebliches Gefahrenpotential darstellen.
Einerseits werden sie durch mikrobiellen Abbau freigesetzt und reichern sich in Was-
ser und Luft an, andererseits werden sie u¨ber den Verzehr direkt in das Nahrungs-
netz integriert (Preiß-Weigert, 2018). Diese Toxine sind sowohl fu¨r Fische, Vo¨gel,
Sa¨ugetiere als auch teilweise fu¨r den Menschen scha¨dlich. Sie besitzen eine große
Vielfalt in Gro¨ße, chemischer Struktur und Wirkungsweise, sodass die marinen Phy-
cotoxine auf verschiedener Basis in Untergruppen kategorisiert werden ko¨nnen.
Dabei ist zwischen zwei grundlegenden Typen von Phycotoxinen zu unterscheiden:
Zum einen gibt es die Gruppe der klassischen Schalentier-Toxine (engl. shellfish to-
xins), welche von Filtrierern akkumululiert werden, in hoher Dosis in das Nahrungs-
netz gelangen und schließlich beim Menschen unterschiedliche Krankheiten auslo¨sen
(van Dolah, 2000). Diese Krankheiten werden als Schalentier-Vergiftungen zusam-
mengefasst. Die Schalentier-Toxine sind hoch divers und ko¨nnen je nach Struktur,
Lo¨slichkeit, Wirkung oder Krankheitssymptom in verschiedene Untergruppen un-
terteilt werden. Auf der anderen Seite gibt es Phycotoxine, welche eine lytische
Wirkung besitzen und fu¨r plo¨tzlich auftretende Fisch- und Tiersterben in mari-
nen Umgebungen verantwortlich gemacht werden (Place et al., 2012; Murray et al.,
2015). Lytische Wirkung tritt jedoch nur bei wenigen Phycotoxingruppen auf, wo-
durch auch die strukturelle Diversita¨t der lytischen Toxine weitaus geringer ist als die
der Schalentier-Toxine. Bisher wird lediglich den Amphidinolen, Karlotoxinen und
Prymnesinen jene lytische Aktivita¨t zugesprochen (Mooney et al., 2010). Gleichzeitig
sind jene bioaktiven Substanzen aufgrund ihrer Potenz und/oder ihres besonderen
Wirkungsmechanismus sta¨ndiger Gegenstand aktueller Pharmazie- und Arzneimit-
telforschung, beispielsweise in der Krebsforschung (Espiritu et al., 2017; Mart´ınez
et al., 2019).
HABs fu¨hren bezu¨glich der weltweit kontinuierlich steigenden Fischerei und Aqua-
kultur (FAO, 2018) zu erheblichen wirtschaftlichen Scha¨den, indem beispielsweise
Massensterben von Fischen (sowohl in Aquakulturen als auch freilebend) auftreten.
So sind in Texas von 1985 bis 2010 etwa 34 Millionen Fische mit einem gescha¨tzten
2
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Wert von 13 Millionen US-Dollar in 33 verschiedenen Gewa¨ssern aufgrund von Al-
genblu¨ten durch die Art Prymnesium parvum verendet (Southard et al., 2010). Auch
an der Ostku¨ste Tasmaniens kam es im Oktober 2012 zu einer toxischen Dinoflagel-
latenblu¨te, welche einen Schaden von 23 Millionen Dollar verursachte (Hallegraeff
et al., 2017). Eine Zeitdauer von auftretenden Algenblu¨ten la¨sst sich dabei schwer
festlegen. Wa¨hrend einige Algenblu¨ten nach relativ kurzer Zeit wieder verschwin-
den, kam es beispielsweise von Oktober 2017 bis Anfang 2019 zu einer 1,5-Jahre
anhaltenden Algenblu¨te vor Florida (Abbildung 1) (NOAA, 2019).
Abbildung 1. Eine gefa¨hrliche Algenblu¨te fa¨rbt die Su¨dwestku¨ste Floridas rot. Die un-
gewo¨hnlich lang anhaltende Algenblu¨te begann im Oktober 2017 und verschwand im Win-
ter 2018/19. (Foto: Ben Depp/nationalgeographic.com)
Um den immer ha¨ufigeren und intensiveren HABs und den von ihnen ausgehenden
Bedrohungen besser entgegen wirken zu ko¨nnen, werden verschiedene Vorhersage-
Systeme entwickelt. Diese sind jedoch lokal begrenzt, wie z.B. das Gulf of Mexico
HAB Operational Forecast System (GOMX HAB-OFS). Dazu werden Satelliten-
Daten und Transport-Modelle verwendet, welche mo¨gliche Blu¨tenbewegungen simu-
lieren. Diese Informationen werden an die zusta¨ndigen Abteilungen der Umgebung
weitergeleitet, um Probennahmeprogramme zu starten, welche ungewo¨hnlich hohe
Chlorophyll-Konzentrationen als gefa¨hrliche Algenblu¨te besta¨tigen oder revidieren
ko¨nnen (NOAA, 2015).
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1.2 Schalentier-Toxine im Schwarzen Meer
Die Schalentier-Toxine erhielten ihren Namen durch den Verzehr verschiedener Scha-
lentiere wie Muscheln, Krebsen und Hummern, welcher schließlich zu Vergiftungen
und diversen Krankheitserscheinungen fu¨hrte. Muscheln und andere Organismen fil-
trieren zur Nahrungsaufnahme große Mengen an Wasser und nehmen dabei toxische
Algen auf. Die Toxine werden im Gewebe der Muschel akkumuliert, ohne diese selbst
zu scha¨digen, und gelangen somit weiter in das Nahrungsnetz (Abbildung 2).
.
Abbildung 2. Durch verschiedene Transportvektoren erreichen Schalentier-Toxine in hoher
Dosis den Menschen, Vo¨gel und marine Sa¨ugetiere (Gerssen et al., 2010)
Bei Konsum solcher kontaminierten Organismen gelangen die Toxine in den mensch-
lichen Ko¨rper und lo¨sen dort verschiedene Krankheiten aus. Die bekanntesten For-
men sind dabei die Diarrho¨ische Schalentiervergiftung (engl. diarrheic shellfish poi-
soning, DSP), die Amnesische Schalentiervergiftung (engl. amnesic shellfish poiso-
ning, ASP), die Neurotoxische Schalentiervergiftung (engl. neurotoxic shellfish poi-
soning, NSP), die Paralytische Schalentiervergiftung (engl. paralytic shellfish poiso-
ning, PSP) und die Schalentiervergiftung durch Azaspirosa¨uren (engl. azaspiracid
shellfish poisoning, AZP). Zu den milderen Krankheitserscheinungen za¨hlen oftmals
Kopfschmerzen, Schwindel, Atembeschwerden, U¨belkeit, Erbrechen, Diarrho¨ und
4
1. Einleitung
Schu¨ttelfrost. Je nach Sta¨rke und Art der Vergiftung ko¨nnen aber auch Sympto-
me wie Halluzinationen, Verlust des Kurzzeitgeda¨chtnisses und La¨hmungen bis hin
zu Atmungs- und Herzversagen auftreten (Botana, 2008). Um sowohl wirtschaftliche
als auch gesundheitliche Risiken einscha¨tzen zu ko¨nnen, wurde das Global Ecology
and Oceanography of Harmful Algal Blooms-Programm (GEOHAB) gegru¨ndet und
in den meisten La¨ndern und Staatengemeinschaften Kommissionen oder Organisa-
tionen zur Erforschung des richtigen Umgangs mit Schalentier-Toxinen beauftragt.
Beispiele dafu¨r sind die weltweit agierende Food and Agriculture Organization of
the United Nations (FAO) und die auf die EU beschra¨nkte European Food Safe-
ty Authority (EFSA), die in ihren zusammenfassenden Artikeln die Problematik
der Schalentier-Toxine und darauf ergriffene Maßnahmen wie Gesetze, Monitoring-
Programme, Grenzwerte und Nachweismethoden beschreiben (FAO, 2004; EFSA,
2009b).
Obwohl Schalentier-Toxine und deren Auswirkungen auf die Umwelt weitestgehend
schon seit mehreren Dekaden bekannt sind, werden dennoch immer wieder neue
Toxine an teilweise zuvor nicht untersuchten Standorten entdeckt. So konnten bei-
spielsweise in ju¨ngster Vergangenheit verschiedene neue Toxine der Azaspirosa¨uren-
Gruppe charakterisiert werden (Krock et al., 2015; Kim et al., 2017), nachdem im
Jahr 2009 Azadinium spinosum als erster Prima¨rproduzent der Azaspirosa¨uren iden-
tifiziert wurde (Tillmann et al., 2009). Auch das Schwarze Meer gilt als ein Standort,
an dem Untersuchungen zu Schalentier-Toxinen bisher kaum durchgefu¨hrt wurden.
Das Schwarze Meer stellt dabei durch seine Isolation von den Weltozeanen ein ein-
zigartiges marines System dar. Durch die umliegenden Staaten und Flu¨sse wie die
Donau wird es stark von Su¨ßwasser gespeist, was eine geringe Salinita¨t von etwa 18
und eine vertikale Stratifizierung zur Folge hat (Izdar & Murray, 1991). Vor allem
die Stratifizierung der Wassersa¨ule gilt laut Smayda (1997) als essentieller Faktor
bei der Entstehung von gefa¨hrlichen Algenblu¨ten durch Dinoflagellaten, da diese
sensibel auf Turbulenzen und die daraus entstehenden Scherkra¨fte reagieren (An-
derson, 1998). Aus jenen potentiell auftretenden Dinoflagellaten-Blu¨ten kann eine
hohe Produktion von Schalentier-Toxinen resultieren. Parallel dazu la¨sst sich ent-
lang der Ku¨stengebiete des Schwarzen Meeres, beispielsweise in Bulgarien, eine star-
ke Muschelfischerei und -aquakultur nachweisen. So wurden im Jahr 2015 3100 t der
Mittelmeer-Miesmuschel Mytilus galloprovincialis kultiviert (Peteva et al., 2018c),
was einen Gesamtanteil von 28 % der totalen Aquakulturproduktion Bulgariens ent-
spricht (Ministry of Agriculture and Food, 2016). Trotz steigender Muschelfischerei
und -Aquakultur und den fu¨r das Algenwachstum positiven Umweltparametern ha-
ben die meisten Anrainerstaaten des Schwarzen Meeres dieses bisher kaum bis gar
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nicht auf Schalentier-Toxine untersucht. Erst seit dem Jahr 2015 wurden in bulga-
rischen Gewa¨ssern regelma¨ßig Proben auf marine Biotoxine u¨berpru¨ft. In Muschel-
fleisch konnten bisher einige PSP-Toxine (Kalinova et al., 2015) sowie Yessotoxin,
Domoinsa¨ure und Pectenotoxin 2 (Peteva et al., 2018a,b,d) nachgewiesen werden. In
Planktonproben wurden lediglich Domoinsa¨ure und Pectenotoxin 2 gefunden. Eine
spezielle Untersuchung auf Azaspirosa¨uren, welche unter anderem im geographisch
angrenzenden Mittelmeer detektiert worden sind (Luo et al., 2018), fand ebenfalls
noch nicht statt. Im benachbarten Land Ruma¨nien wurden bis zum Zeitpunkt die-
ser Arbeit noch keine Untersuchungen auf Schalentier-Toxine durchgefu¨hrt. Auch in
weiteren Anrainerstaaten des Schwarzen Meeres, wie der Ukraine, der Tu¨rkei und
Georgien, fand das konkrete Messen von Algentoxinen bisher kaum oder gar nicht
statt. In der Tu¨rkei wurde lediglich eine Studie zum Toxinprofil von Muscheln durch-
gefu¨hrt, in welcher von einem Auftreten von Domoinsa¨ure berichtet wurde (Gunsen
et al., 2008). In ukrainischen und georgischen Gewa¨ssern wurden bisher keine direk-
ten Toxinmessungen durchgefu¨hrt. Es wurde lediglich ein vor der Krim entnommene
Pseudo-nitzschia-Stamm kultiviert, in dessen Extrakt schließlich Domoinsa¨ure nach-
gewiesen werden konnte (Besiktepe et al., 2008). Nahe der russischen Ku¨ste gibt es
hingegen einige Untersuchungen, in denen sowohl lipophile Toxine wie Okadasa¨ure,
Dinophysistoxin 1, Pectenotoxine und Yessotoxine, als auch verschiedene Gonyau-
toxine gefunden wurden (Vershinin et al., 2006; Morton et al., 2007, 2009).
Die Schalentier-Toxine werden oft nach dem hervorrufenden Vergiftungssyndrom ka-
tegorisiert, ko¨nnen aber auch nach ihren chemischen Eigenschaften, ihrer Lo¨slichkeit
und den daraus resultierenden Analysemethoden kategorisiert werden. Da in dieser
Arbeit auch nach Toxinen gesucht wurde, welche sich nicht eindeutig einem Vergif-
tungssyndrom zuordnen lassen, wurden sie nach Lo¨slichkeit und Analysemethode
kategorisiert: Die meisten der fu¨r diese Arbeit relevanten Schalentier-Toxine ließen
sich in Methanol lo¨sen und anschließend mit Flu¨ssigkeitschromatographie gekoppelt
mit Tandem-Massenspektrometrie messen. Dazu geho¨ren Azaspirosa¨uren (engl. aza-
spiracids, AZA), Domoinsa¨ure (engl. domoic acid, DA), Goniodomine (GD), Gymno-
dimine (GYM), Okadasa¨ure (engl. okadaic acid, OA), Dinophysistoxine (DTX), Pec-
tenotoxine (PTX), Pinnatoxine (PnTx), Spirolide (SPX) und Yessotoxine (YTX).
Dabei handelt es sich bis auf die Domoinsa¨ure, welches einen hydrophilen Charakter
hat, um lipophile Toxine. Die erwa¨hnten Toxine sind unter anderem fu¨r verschiedene
Krankheiten wie die Amnesische und Diarrho¨ische Schalentiervergiftung sowie fu¨r
die Schalentiervergiftung durch Azaspirosa¨uren verantworlich. Die fu¨r die Paraly-
tische Schalentiervergiftung verantwortlichen hydrophilen Toxine (Saxitoxin (STX)
und dessen Derivate) ließen sich hingegen in Essigsa¨ure lo¨sen und wurden anschlie-
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ßend mittels Flu¨ssigkeitschromatographie mit Fluoreszenz-Detektion gemessen. Sie
werden in der weiteren Arbeit als PSP-Toxine bezeichnet. Die folgende Abbildung
3 gibt einen U¨berblick u¨ber den Aufbau der wichtigsten Vertreter jener Schalentier-
Toxin-Untergruppen, nach denen im Rahmen dieser Arbeit gesucht wurde.
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Abbildung 3. Strukturen unterschiedlicher Schalentier-Toxine, nach denen im Rahmen
dieser Arbeit gesucht wurde.
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1.3 Algengattung Amphidinium
Amphidinium (griech. amphi : rund herum, auf beiden Seiten; dino: neutral] ist eine
weltweit vorkommende Gattung von Dinoflagellaten, welche trotz ihrer genetischen
Diversita¨t eine hoch konservierte Morphologie besitzt (Karafas et al., 2017). Sie
kommt sowohl freilebend benthisch als auch als Endosymbiont von beispielsweise
dem Plattwurm Pseudaphanostoma luteocoloris (Doi et al., 1997) oder der Schirm-
qualle Mastigias papua (Hanif et al., 2010) vor. Die Gattung produziert eine Viel-
zahl verschiedener Polyketide mit unterschiedlichen toxikologischen Eigenschaften
(zusammengefasst in Murray et al., 2012). Zu diesen geho¨ren Makrolide wie die Am-
phidinolide, kurze lineare Polyketide wie die Amphidine und langkettige Polyketide
wie die Amphidinole, auf denen der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt. Verschiedene
Berichte lassen vermuten, dass Algenblu¨ten von Amphidinium direkt mit zu die-
ser Zeit auftretenden Fischsterben zusammenha¨ngen (Murray et al., 2015; Mandal
et al., 2011) und die produzierten Toxine den Effekt der Ciguatera Fischvergiftung
(engl. ciguatera fish poisoning, CFP) versta¨rken (Baig et al., 2006; Rhodes et al.,
2010).
Die Gattung wurde 1859 mit der Art Amphidinium operculatum als Typspezies erst-
malig beschrieben (Clapare`de & Lachmann, 1859). Die nackten Zellen sind nicht
gepanzert und dorsoventral abgeflacht, wobei das Epikon 1/3 der Zellla¨nge oder
weniger betra¨gt (Abbildung 4). Die Taxonomie wurde 2004 durch Jørgensen et al.
(2004) und Murray et al. (2004) neu definiert und u¨berarbeitet. Demnach za¨hlen in-
zwischen nur noch Spezies mit einem kleinen, halbmondfo¨rmigem oder dreieckigem,
in der Regel links abgelenktem Epikon zur Gattung Amphidinium.
Abbildung 4. Lichtmikroskopaufnahme von Amphidinium carterae (Quelle: marinespe-
cies.org, 16. Februar 2020)
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Die veraltete Definition von Amphidinium beinhaltete in etwa 120 Arten (Murray &
Patterson, 2002). Von diesen erfu¨llen lediglich 20 Arten die neu definierten Kriteri-
en, welche als
”
wahre Gattung Amphidinium sensu stricto“ bezeichnet werden. Die
u¨brigen ca. 100 Arten werden bis zur genaueren Untersuchung unter der Gattung
”
Amphidinium sensu lato“ zusammengefasst (Jørgensen et al., 2004).
Die genaue Artbestimmung von Amphidinium gestaltet sich aufgrund von morpho-
logischer A¨hnlichkeit a¨ußerst schwierig und ist sta¨ndiger Gegenstand aktueller For-
schung (Jørgensen et al., 2004; Murray et al., 2012; Karafas et al., 2017). Die lang-
kettigen Amphidinole und deren Verwandte wurden vor allem in den Arten A. klebsii
(z.B. Satake et al., 1991), A. carterae (z.B. Molina-Miras et al., 2018) oder in un-
identifizierten Arten (A. sp., z.B. Washida et al., 2006) gefunden. Anhand der Art
A. klebsii ist die Unklarheit bezu¨glich der Speziesidentifizierung besonders gut zu
beschreiben. Urspru¨nglich wurden die Arten Amphidinium klebsii Kofoid & Swe-
zy und Amphidinium klebsii N.Carter beschrieben. Wa¨hrend die Art Amphidinium
klebsii N.Carter inzwischen als Synonym fu¨r A. carterae angesehen wird (Lassus
et al., 2016), wird Amphidinium klebsii Kofoid & Swezy in der AlgaeBase noch als
eigensta¨ndige Art gefu¨hrt (Guiry & Guiry, 2019). Die Spezies wurde jedoch bereits
synonym fu¨r Sta¨mme von A. operculatum, A. gibbosum, A. massartii und A. car-
terae verwendet (Murray et al., 2004). Karafas et al. (2017) empfiehlt aufgrund dem
Fehlen charakteristischer Merkmale A. klebsii als akzeptierte taxonomische Einheit
zu streichen. Die hingegen gut untersuchte und anerkannte Art A. carterae wa¨chst
besonders schnell in Kulturen, wodurch sie sich mit der Zeit als Modellorganismus
fu¨r Untersuchungen an Dinoflagellaten etablierte. So wurde beispielsweise die erste
genetische Transformation an Dinoflagellaten (Te et al., 1998) oder die Entdeckung
des ersten Polyketidsynthase-Genclusters von Dinoflagellaten (Kubota et al., 2006)
an jener Art beschrieben.
1.4 Amphidinole und Verwandte
Aus Amphidinium konnten neben einer Vielzahl von Amphidinolen noch weitere,
langkettige Polyketide isoliert werden. Dazu geho¨ren die Colopsinole A-E, die Lu-
teophanole A-D, Amphezonol A, die Amdigenole A, E und G, Lingshuiol sowohl
ohne Suffix als auch die Lingshuiole A und B, Symbiopolyol (Enantiomer von Lings-
huiol B), die Karatungiole A und B, Carteraol E und die Amphidinoketide 1 und
2 (zusammengefasst in Murray et al., 2012). Die erstmalige Beschreibung der allge-
meinen Amphidinolstruktur erfolgte mit der Entdeckung von Amphidinols 1 (Abbil-
dung 5) durch Satake et al. (1991), welches den ersten Vertreter einer neuen Grup-
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pe von Polyhydroxy-Polyen-Verbindungen darstellte. Nach der Entdeckung weiterer
a¨hnlicher Strukturen wird der Aufbau inzwischen durch zwei Tetrahydropyranrin-
ge, verbunden durch eine C6-Kette, einem mehrfach ungesa¨ttigten Alkyl-Arm und
einem langen Polyhydroxy-Arm charakterisiert (Nuzzo et al., 2014). Strukturelle Un-
terschiede zwischen den Moleku¨len treten in den La¨ngen der Arme und der Anzahl
und Position von Doppelbindungen und Hydroxylgruppen auf. Zusa¨tzlich ko¨nnen
an dem Polyhydroxyteil verschiedene Verbindungen, wie beispielsweise Sulfatester
oder Ringstrukturen vorhanden sein.
Abbildung 5. Strukturformel von Amphidinol 1 (AM1). Diese beinhaltet charakteristisch
fu¨r die Amphidinolfamilie einen Polyhydroxyteil (a), zwei durch eine C6-Kette verbundene
Tetrahydropyranringe (b) und einen Polyenteil (c). Am Polyhydroxyteil befindet sich in
diesem Fall eine Sulfatgruppe.
Mitglieder der Amphidinolfamilie sind nach dieser Definition Amphidinole (AM),
Luteophanole (LP), Lingshuiole (LS), Symbiopolyole (SP), Karatungiole (KAR) und
Carteraole (CAR). Die ebenfalls zu den langkettigen Polyketiden geho¨renden Amdi-
genole (AMD) nehmen eine Sonderstellung ein. Die extrem großen Moleku¨le Amdi-
genol A und E setzen sich aus zwei Amphidinol-Kerneinheiten zusammen, wodurch
die Vermutung entsteht, dass es sich dabei um Dimere von Amphidinolen handelt.
Amdigenol G ist hingegen ein direktes Amphidinol-Analog (Inuzuka et al., 2014).
Die genannten Moleku¨le besitzen eine Vielzahl biologischer Aktivita¨ten. Zusammen
mit den von der Gattung Karlodinium produzierten Karlotoxinen und den von der
Gattung Prymnesium produzierten Prymnesinen bilden die Amphidinole die Gruppe
der lytischen Phycotoxine (Mooney et al., 2010). Die meisten Mitglieder der Amphi-
dinolfamilie sind antifungal und ha¨molytisch aktiv. Eine Ichthyotoxizita¨t liegt wegen
der kiemenscha¨digenden Funktion der strukturell verwandten Karlotoxine ebenfalls
nahe. Es wurden auch cytotoxische, antimikrobielle, antidiatomeeische und einige
weitere Wirkungen festgestellt. Die folgende Tabelle 1 gibt einen zusammenfassen-
den U¨berblick u¨ber die bioaktiven Eigenschaften jener Moleku¨le.
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Tabelle 1. Mitglieder der Amphidinolfamilie und deren bisher untersuchten bioaktiven
Eigenschaften. (M) - nach Molina-Miras et al. (2018), (S) - nach Satake et al. (2017),
(+) - nur in sehr hoher Dosis
antifungal ha¨molytisch cytotoxisch weiteres
AM1 + + k.A. k.A.
AM2 + + +
antidiatomeen,
antikanzerogen
AM3 + + k.A. antidiatomeen
AM4 + + + antidiatomeen
AM5 + + k.A. antidiatomeen
AM6 + + k.A. antidiatomeen
AM7 + + k.A. k.A.
AM9 + + + k.A.
AM10 + + + k.A.
AM11 + + + k.A.
AM12 + + + k.A.
AM13 + + + k.A.
AM14 (+) (+) k.A. k.A.
AM15 (+) (+) k.A. k.A
AM17 - + k.A. k.A.
AM18 + k.A. k.A. k.A.
AM19 - k.A. k.A. k.A.
AM20(M) k.A. k.A. k.A. k.A.
AM20(S) - + k.A. k.A.
AM21 - + k.A. k.A.
AM22 + + + antikanzerogen
AMA + k.A. k.A. k.A.
AMB - k.A. k.A. k.A.
LPA - k.A. k.A. antimikrobiell
LPB k.A. k.A. k.A. k.A.
LPC k.A. k.A. k.A. k.A.
LPD k.A. k.A. k.A. k.A.
LS k.A. k.A. + k.A.
LSA k.A. k.A. k.A. k.A.
LSB k.A. k.A. k.A. k.A.
SP k.A. k.A. k.A.
evtl.
antiinflammatorisch
KARA + k.A. k.A. antiprotozotisch
KARB k.A. k.A. k.A. k.A.
CARE + k.A. - ichthyotoxisch
AMDA k.A k.A +
inhibiert O¨ffnung von
Ca2
+-Kana¨len
AMDE k.A. k.A. k.A.
inhibiert O¨ffnung von
Ca2
+-Kana¨len
AMDG k.A. k.A. k.A.
inhibiert O¨ffnung von
Ca2
+-Kana¨len
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1.5 Aufgabenstellung und Zielsetzung
Diese Arbeit bescha¨ftigt sich mit der Detektion mariner Phycotoxine und la¨sst sich
inhaltlich in zwei Abschnitte unterteilen.
Der erste Teil basiert auf einer vom 15. Mai bis zum 04. Juni durchgefu¨hrten For-
schungsreise auf dem Schwarzen Meer. Im Rahmen dieser Ausfahrt wurden Plank-
tonproben aus bulgarischen und ruma¨nischen Gewa¨ssern auf das Vorhandensein ver-
schiedener Schalentier-Toxine untersucht, welche erheblichen Einfluss auf die ansa¨ssi-
ge Muschelfischerei und -Aquakultur sowie den Gesundheitszustand der konsumie-
renden Menschen haben. Dazu geho¨rt die Gruppe der lipophilen Toxine, welche
Okadasa¨ure, Dinophysistoxine, Pectenotoxine, Yessotoxine, Gymnodimine, Gonio-
domine Spirolide und Azaspirosa¨uren einschließt. Außerdem wurden die Proben
auf Domoinsa¨ure, einem Vertreter der hydrophilen Toxine, untersucht. Fu¨r die De-
tektion dieser Toxine wurde Flu¨ssigkeitschromatographie gekoppelt mit Tandem-
Massenspektrometrie (LC-MS/MS) verwendet. Des Weiteren wurde die Toxingruppe
untersucht, welche fu¨r die Paralytische Schalentiervergiftung (PSP) verantwortlich
gemacht wird, bestehend aus Saxitoxin und dessen Derivaten. Der Nachweis dieser
Toxine erfolgte durch Flu¨ssigkeitschromatographie mit Fluoreszenzdetektion (LC-
FD). Bei den durchgefu¨hrten Untersuchungen wurde ein besonderes Augenmerk auf
die Azaspirosa¨uren gelegt, welche bisher zwar im Rahmen u¨blicher Toxinuntersu-
chungen im Schwarzen Meer beru¨cksichtigt, jedoch noch nie durch ein zweifaches
Filtrationsverfahren aufkonzentriert worden sind, wodurch die Sensitivita¨t der Un-
tersuchungen erheblich gesteigert wurde.
Bezogen auf die Ergebnisse bisheriger Schalentier-Toxin-Untersuchungen im Schwar-
zen Meer lassen sich folgende Hypothesen aufstellen: Im Jahr 2019 lassen sich in den
bulgarischen Gewa¨ssern, wie bereits in den Vorjahren, Yessotoxin, Domoinsa¨ure und
Pectenotoxin 2 nachweisen. Außerdem wird angenommen, dass diese Toxine auch
in den bisher nicht untersuchten ruma¨nischen Gewa¨ssern aufgrund a¨hnlich vorherr-
schender Bedingungen und geringer ra¨umlicher Distanz vorkommen. Daru¨ber hinaus
wird die Fragestellung u¨berpru¨ft, ob die an der Ku¨ste Russlands gefundenen Toxine
ebenfalls in dem Untersuchungsgebiet entlang der Westku¨ste vorkommen. Die letzte
Hypothese besagt, dass durch das besonders sensitive Verfahren zur Azaspirosa¨uren-
Detektion und wegen des Auftretens dieser Toxine im geographisch angrenzenden
Mittelmeer auch im Schwarzen Meer Azaspirosa¨uren nachgewiesen werden ko¨nnen.
Der zweite Teil der Arbeit bescha¨ftigt sich mit einer Methodenentwicklung zur Iden-
tifikation und Quantifizierung von Amphidinolen und deren Derivaten in unbekann-
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ten Algenproben. Amphidinole werden von der Dinoflagellaten-Gattung Amphidi-
nium produziert und weisen verschiedene biologische Aktivita¨ten auf. Zusammen
mit den Karlotoxinen und Prymnesinen za¨hlen die Amphidinole zu den lytischen
Phycotoxinen. Daru¨ber hinaus wird beispielsweise von ichthyotoxischen, antifunga-
len, cytotoxischen und antimikrobiellen Eigenschaften berichtet. In den vergangenen
Jahren wurde eine Vielzahl neuer Amphidinole mit unterschiedlich starken biologi-
schen Aktivita¨ten entdeckt und charakterisiert. Aufgrund dem Fehlen einer sensiti-
ven, standardisierten analytischen Methode zur Identifikation und Quantifizierung
von Amphidinolen, wie sie beispielsweise fu¨r Schalentier-Toxine und seit kurzer Zeit
fu¨r Karlotoxine (Krock et al., 2017) existiert, wurde die Erforschung der spezifi-
schen Wirksamkeit verschiedener Analoga, die Erforschung allelochemischer Wech-
selwirkungen und die Auswirkungen von Amphidinolen auf Umwelt und Menschen
erschwert. Bisher wurde die Entwicklung einer solchen Methode vor allem durch das
Fehlen von verfu¨gbaren Standards gehemmt. Durch den Erhalt eines aufgereinigten,
jedoch nicht-zertifizierten Standards von F. Garc´ıa-Camacho, Universita¨t Almer´ıa,
Spanien, welcher aus dem Amphidinium carterae Stamm ACRN03 isoliert werden
konnte (Molina-Miras et al., 2018), sollte erstmals eine auf LC-MS/MS basierende
Methode zur Identifikation und Quantifizierung von bekannten Amphidinolen er-
stellt werden. Daru¨ber hinaus sollte durch den Einsatz unterschiedlicher Scanmodi
des Tandem-Massenspektrometers eine Methode zur einfachen und schnellen Detek-
tion bisher unbekannter Amphidinole entwickelt werden.
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2.1 Probenherkunft und Probennahmen
2.1.1 Schalentier-Toxine im Schwarzen Meer
Die Feldproben entstammen der Forschungsreise mit der RV Akademik auf dem
Schwarzen Meer. Die dreiwo¨chige Expedition startete am 15. Mai 2019 im Hafen
von Warna, Bulgarien (43◦10′ N, 27◦56′ E) und endete dort am 04. Juni 2019. Es
wurde lediglich in bulgarischen und ruma¨nischen Gewa¨ssern geforscht, sodass sich
das Untersuchungsgebiet auf den westlichen Teil des Schwarzes Meeres beschra¨nkte
(Abbildung 6).
Abbildung 6. Das Schwarze Meer mit Anrainerstaaten. Beprobte Stationen sind durch
blaue Punkte innerhalb des rot markierten Untersuchungsgebiets dargestellt.
Wa¨hrend der Expedition wurden ta¨glich durchschnittlich sechs Stationen angefah-
ren. An erster und letzter Station des Tages wurden sowohl Proben mittels Plank-
tonnetz als auch mittels CTD-Wasserscho¨pfer genommen. An zwei bis drei dazwi-
schenliegenden Stationen wurde lediglich Wasser aus der CTD beprobt. Die genaue
Verteilung von Stationen und eingesetzter Untersuchungsmethode kann Abbildung
7 entnommen werden.
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Abbildung 7. Beprobte Stationen innerhalb bulgarischer und ruma¨nischer Gewa¨sser. Der
Start- und Zielhafen lag in Warna, Bulgarien. Insgesamt wurde an 79 Stationen das CTD-
Wasser beprobt und an 41 Stationen das Planktonnetz zu Wasser gelassen.
Das Planktonnetz mit einer Porenweite von 20 µm wurde zweimal ta¨glich zu Was-
ser gelassen. Im Regelfall wurde die Wassersa¨ule von 20 m bis zur Oberfla¨che bei
einer Geschwindigkeit von 0,5 m s−1 beprobt. Bei niedriger Wassertiefe wurde das
Netz zur Vermeidung von Scha¨den lediglich bis auf 10 m Tiefe abgeseilt. Die Proben
aus dem Netzzug dienten der Untersuchung mehrerer Toxine, welche fu¨r verschie-
dene Erkrankungen verantwortlich sind. Dazu geho¨ren lipophile Toxine, welche u.a.
fu¨r die Diarrho¨ische Schalentiervergiftung verantwortlich sind, Domoinsa¨ure, wel-
che die Amnesische Schalentiervergiftung verursacht und hydrophile Toxine, wel-
che die Paralytische Schalentiervergiftung hervorrufen. Das Netz wurde mit See-
wasser abgespu¨lt und der Inhalt in eine Flasche abgefu¨llt. Das Volumen wurde zur
spa¨teren Vergleichbarkeit und Berechnung von Gesamtgehalten in der Regel auf 1,0 l
(maximal 2,0 l) mit filtriertem Seewasser (FSW) aufgefu¨llt (VNetzzug). Zur Herstel-
lung des filtrierten Seewassers wurde frisches Seewasser u¨ber einen 3 µm Membran-
Polycarbonat-Filter (Whatman® Nuclepore Track-Etch Membrane, GE Healthcare
Life Sciences, Piscataway, NJ, USA) bei einem Vakuum von −200 mbar filtriert. Von
der Netzzug-Probe wurden 200µl an eine bulgarische Kollegin zur mikroskopischen
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und genomischen Untersuchung weitergegeben. Der Rest wurde u¨ber einem Sieb-
turm, bestehend aus einem 200µm-, 50µm- und 20 µm-Sieb, fraktioniert. Die drei
Fraktionen wurden jeweils in ein 50 ml Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt, mit filtriertem
Seewasser auf 30 ml aufgefu¨llt und die Inhalte anschließend zu gleichen Teilen auf
jeweils zwei weitere 50 ml Zentrifugenro¨hrchen aufgeteilt, sodass identische Proben
sowohl fu¨r die Analyse der lipophilen Toxine (inklusive Domoinsa¨ure) als auch fu¨r
die Analyse der PSP-Toxine zur Verfu¨gung standen. Vor dem Separieren wurde auf
eine vollsta¨ndige Homogenisierung der Proben geachtet und der schnell auftretende
Bodensatz durch Schu¨tteln zuru¨ck in Lo¨sung gebracht. Im Anschluss wurden die
insgesamt sechs Zentrifugenro¨hrchen bei 5289 x g fu¨r 20 min zentrifugiert (JOUAN
Italia Srl PK130, Rodano, MI, Italien) und der U¨berstand abdekantiert. In einigen
Fa¨llen war nach Abnehmen des groben U¨berstands eine weitere Zentrifugation bei
5289 x g fu¨r 10 min notwendig, um restliche Schwebstoffe aus dem u¨brigen U¨berstand
zu pelletieren. Nach erneutem Abdekantieren wurden die Pellets resuspendiert und
quantitativ in jeweils ein 2 ml Kryovial u¨berfu¨hrt. Nach erneuter Zentrifugation bei
16 163 x g fu¨r 15 min (Sigma 1-14, Osterode, Deutschland) wurden die U¨bersta¨nde
abgenommen und die Pellets bis zur weiteren Verwendung bei −20 ◦C gelagert.
Sowohl an den Stationen des Netzzugs als auch an zwei bis drei weiteren Stationen
pro Tag wurden mit den Wasserscho¨pfern der CTD jeweils das Oberfla¨chenwasser (0
- 5 m), das Cholorophyllmaximum (i.d.R. 5 - 50 m) und eine dritte Tiefe mit einem
Volumen von jeweils 5 l beprobt. Diese Proben sollten auf Azaspirosa¨uren und auf
DNA der Gattungen Azadinium und Amphidoma, welche zu den AZA-Produzenten
geho¨ren, untersucht werden. Das Wasser aus den unterschiedlichen Tiefen wurde
zuna¨chst mit Hilfe eines 20 µm-Siebs vorfiltriert und schließlich in einem Eimer verei-
nigt. Sowohl fu¨r die Analyse von Azaspirosa¨uren als auch fu¨r die DNA-Analyse wur-
de ein dokumentiertes Volumen (Vfiltriert: minimal 0,74 l, maximal 4,0 l) u¨ber einen
3 µm Membran-Polycarbonat-Filter bei einem Vakuum von −200 mbar filtriert. Die
noch feuchten Filter wurden unter zur Hilfenahme zweier Pinzetten jeweils mit der
Ru¨ckseite an die innere Wand eines 50 ml Zentrifugenro¨hrchen befestigt. Der Fil-
ter fu¨r die Azaspirosa¨uren-Untersuchung wurde anschließend vorsichtig mit einem
Milliliter Methanol (99,4%, Marvel Ltd., Plowdiw, Bulgarien) gespu¨lt. Das Metha-
nol wurde erneut mit einer Pipette aufgezogen und der Filter erneut gespu¨lt. Der
Vorgang wurde bis zur vollsta¨ndigen Entfa¨rbung des Filters wiederholt. Der Me-
thanolextrakt wurde schließlich in ein 2 ml Kryovial u¨berfu¨hrt und bis zur weiteren
Verwendung bei −20 ◦C gelagert. Dem Zentrifugenro¨hrchen, welches den DNA-Filter
enthielt, wurden 30 ml filtriertes Seewasser hinzugefu¨gt. Es wurde darauf geachtet,
dass der zuna¨chst an der Wand befindliche Filter sich nun freischwimmend in der
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Wassersa¨ule befand. Daraufhin wurde das Zentrifugenro¨hrchen fu¨r eine Minute ge-
vortext, der Filter entfernt und das Ro¨hrchen bei 5289 x g fu¨r 20 min zentrifugiert.
Der U¨berstand wurde abdekantiert und das resuspendierte Pellet in ein 2 ml Kryo-
vial u¨berfu¨hrt. Das Zentrifugenro¨hrchen wurde mit 500 µl Extraktionspuffer SL1
(NucleoSpin Soil Kit, Macherey-Nagel, Du¨ren, Deutschland) gespu¨lt und die rest-
lichen Zellen ebenfalls quantitativ in das Kryovial u¨berfu¨hrt. Dieses wurde bis zur
weiteren Verwendung bei −20 ◦C gelagert.
2.1.2 Amphidinol-Methodenentwicklung
Zur eigentlichen Methodenentwicklung standen 10,5 µg Luteophanol D zur Verfu¨gung.
Dieses Material wurde von F. Garc´ıa-Camacho, Universita¨t Almer´ıa, Spanien, bereit-
gestellt und aus dem Amphidinium carterae Stamm ACRN03 isoliert (Molina-Miras
et al., 2018). Der pulverfo¨rmige Standard wurde in 800 µl Methanol gelo¨st, sodass
die Konzentration der Standardlo¨sung in etwa 13 ng/µl betrug.
Insgesamt wurden Proben von neun verschiedenen Amphidinium Sta¨mmen unter-
sucht. Die Sta¨mme CCMP1314(A), CCMP1314(B), ACRN02, ACRN03, DN241EHU
und A01BR wurden wie auch das Standardmaterial von der Universita¨t von Al-
mer´ıa bereitgestellt. Mit Ausnahme des zuletzt genannten Stamms wurden lediglich
die Ru¨cksta¨nde, welche nach Verdampfung des Algenextrakts entstanden und die
Amphidinole enthalten, in einer Braunglasflasche empfangen. Tabelle 2 zeigt die Ei-
genschaften, unter denen die Algen in Spanien kultiviert und geerntet wurden. Der
Stamm A01BR wurde als geerntetes Pellet empfangen und selbst extrahiert (s. Ab-
schnitt 2.2). Daru¨ber hinaus wurden drei Amphidinium Sta¨mme untersucht, welche
von Kollegen aus Mexiko isoliert und in den Laboren des Alfred-Wegener-Instituts
kultiviert wurden (AA39, AA40, AA60). Informationen zu den Kulturbedingungen
dieser Sta¨mme sind in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 2. Kulturbedingungen und Eigenschaften der untersuchten Amphidinium carterae
Proben aus Spanien
CCMP1314
(A)
CCMP1314
(B)
ACRN02 ACRN03
DN241-
EHU
Art
A. carterae
Hulburt
A. carterae
Hulburt
A.
carterae
A.
carterae
A.
carterae
Probenahme-
stelle
Falmouth,
Massachu-
setts, Atl.
Ozean
Falmouth,
Massachu-
setts, Atl.
Ozean
La
Re´union,
Ind.
Ozean
La
Re´union,
Ind.
Ozean
Mallorca,
Mittel-
meer
Kultur-
medium
F/2 Guillard F/2 Guillard
mod. K-
Medium
mod. K-
Medium
F/2
Guillard
Temperatur
[◦C]
19 19 19 19 19
Bestrahlungs-
sta¨rke
[µE m-2 s-1]
60 60 60 60 60
Erntezeit-
punkt
fru¨he
stationa¨re
Phase
fru¨he
stationa¨re
Phase
fru¨he sta-
tiona¨re
Phase
fru¨he sta-
tiona¨re
Phase
fru¨he
stationa¨re
Phase
Zelldichte
[Zellen/ml]
690000 500000 400000 100000 792000
Volumen
[ml]
20 20 25 100 13
Zellzahl 13, 8× 106 10× 106 10× 106 10× 106 10, 3× 106
Tabelle 3. Kulturbedingungen und Eigenschaften der untersuchten Amphidinium Proben
aus Mexiko
AA39 AA40 AA60
Art A. sp. A. sp. A. sp.
Probenahmestelle
Balandra, Golf
von Kalifornien
Balandra, Golf
von Kalifornien
Veracruz, Golf
von Mexiko
Kulturmedium 1/10 K-Medium 1/10 K-Medium 1/10 K-Medium
Temperatur [◦C] 24 24 24
Bestrahlungssta¨rke
[µE m-2 s-1]
70 70 70
Erntezeitpunkt
spa¨te stationa¨re
Phase
spa¨te stationa¨re
Phase
spa¨te stationa¨re
Phase
Zelldichte
[Zellen/ml]
30000 10000 3000
Volumen [ml] 300 300 180
Zellzahl 9× 106 3× 106 0, 54× 106
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2.2 Probenextraktion
2.2.1 Schalentier-Toxine im Schwarzen Meer
In den Laboren des Alfred-Wegener-Instituts Helmholtz-Zentrum fu¨r Polar- und
Meeresforschung wurden die Proben der Ausfahrt weiter aufgearbeitet. Zur Extrak-
tion der PSP-Toxine wurden dem Zellpellet zuna¨chst 400µl 0,03 M Essigsa¨ure (p.a.,
Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,9 g Lysing Matrix D (Thermo Savant, Ill-
kirch, Frankreich) hinzugefu¨gt. Nach Verschließen und Vortexen des Kryovials wur-
den die Zellen durch kontinuierliche, vertikale Winkelbewegungen bei maximaler
Geschwindigkeit (6,5) fu¨r 45 s in einem Bio 101 FastPrep Gera¨t (Thermo Savant,
Illkirch, Frankreich) lysiert. Anschließend wurden feste Zellreste und die Lysing Ma-
trix D durch Zentrifugation bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 5 min (Eppendorf 5415
R, Hamburg, Deutschland) von dem Essigsa¨ureextrakt getrennt. Dieser wurde in
einen Zentrifugationsfilter mit einer Porengro¨ße von 0,45µm (Milipore Ultrafree,
Eschborn, Deutschland) u¨berfu¨hrt und bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 1 min zentrifu-
giert. Das Filtrat wurde abschließend in ein high performance liquid chromatography
(HPLC)-Probengefa¨ß (Vial, crimp, 2 ml, Agilent Technologies, Waldbronn, Deutsch-
land) transferiert, mit einem Deckel mit Gummi-Septum (11 mm Silver Aluminium
Crimp Cap, PTFE/red rubber septa, Agilent Technologies) verschlossen und bis zur
Messung bei −20 ◦C gelagert. In wenigen Fa¨llen betrug das Volumen des Exraktes
weniger als die zuvor hinzugefu¨gten 400 µl, sodass er zur Erho¨hung des Fu¨llstands
in ein kegelfo¨rmiges HPLC-Probengefa¨ß (Vial, crimp top, micro sampling, Agilent
Technologies) u¨berfu¨hrt wurde.
Die Extraktion von lipophilen Toxine glich bis auf wenige Ausnahmen der Extrakti-
on von PSP-Toxine. Jedoch wurde als Extraktionsmittel Methanol (HPLC-grade,
Merck) statt Essigsa¨ure verwendet und die Probengefa¨ße mit einem Deckel mit
Silikon-Septum verschlossen (11 mm Silver Aluminium Crimp Cap, PTFE/silico-
ne septa, Agilent Technologies).
Zur Weiterverarbeitung der in Methanol gelo¨sten AZA-Proben wurde das Methanol
zuna¨chst unter Zuhilfenahme von Stickstoff vollsta¨ndig verdampft. Die trockenen
Proben wurden mit 300 µl Aceton (HPLC-grade, Merck) versetzt und fu¨r 30 s ge-
vortext. Der Extrakt wurde in einen Zentrifugationsfilter mit einer Porengro¨ße von
0,45 µm u¨berfu¨hrt und bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 1 min zentrifugiert. Das Filtrat
wurde abschließend in ein kegelfo¨rmiges HPLC-Probengefa¨ß u¨berfu¨hrt und mit ei-
nem Deckel mit Silikon-Septum verschlossen. Die DNA-Filter wurden zuna¨chst nicht
weiter bearbeitet und bei −20 ◦C gelagert.
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2.2.2 Amphidinol-Methodenentwicklung
Die Proben der Amphidinium carterae Sta¨mme CMP1314A, CCMP1314B, ACRN02,
ACRN03 und DN241EHU wurden bereits extrahiert geliefert. Die in den Braunglas-
flaschen befindlichen Ru¨cksta¨nde wurden dreimal mit jeweils 400µl Methanol gelo¨st
und in ein HPLC-Probengefa¨ß u¨berfu¨hrt. Das Methanol wurde unter einem Abzug
mit Stickstoff vollsta¨ndig verdampft. Die Ru¨cksta¨nde wurden anschließend mit 100µl
Methanol gelo¨st und in einen Zentrifugationsfilter mit einer Porengro¨ße von 0,45 µm
u¨berfu¨hrt. Die HPLC-Probengefa¨ße wurden nochmals mit 50 µl Methanol gespu¨lt
und die entstandenen Extrakte ebenfalls in den Zentrifugationsfilter u¨berfu¨hrt. Die
Extrakte wurden bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 1 min zentrifugiert, um Schwebstoffe
zu entfernen. Abschließend wurden die Filtrate in kegelfo¨rmige HPLC-Probengefa¨ße
u¨berfu¨hrt und mit einem Deckel mit Silikon-Septum verschlossen. Die Proben wur-
den bis zur Messung bei −20 ◦C gelagert.
Die Probe des Stamms A01BR wurde als trockenes Pellet in einem 15 ml Zentri-
fugenro¨hrchen empfangen. Nach der Zugabe von 5 ml Methanol wurde das Pellet
1 min mit einem Ultraschallstab (SONOPLUS HD2070 MS72, Bandelin electronic,
Berlin, Deutschland) bei 70% Cycle und 72% Power aufgeschlossen. Durch kurzes
Vortexen wurden die sich an der Ro¨rchenwand befindenden Zellen zuru¨ck in die
Lo¨sung gespu¨lt und die Ultraschallbehandlung unter denselben Einstellungen wie-
derholt. Anschließend wurde die Probe bei 5250 x g fu¨r 5 min abzentrifugiert (Alle-
gra X-15 R Laborzentrifuge, Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland), um
feste Zellbestandteile zu pelletieren. Der U¨berstand wurde zu gleichen Teilen auf
vier HPLC-Probengefa¨ße aufgeteilt und mit Deckeln mit Silikon-Septum verschlos-
sen. Diese wurden bis zur weiteren Verwendung bei −20 ◦C gelagert. Von einem
der Aliquote wurden 300µl abgenommen und in einen 0,45µm Zentrifugationsfil-
ter u¨berfu¨hrt. Nach der Zentrifugationsfiltration bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 1 min
wurde die Probe in ein kegelfo¨rmiges HPLC-Probengefa¨ß gegeben und mit einem
Deckel mit Silikon-Septum verschlossen. Da die Messung der zentrifugationsfiltrier-
ten Probe keine positiven Ergebnisse lieferte, wurden die vier Extrakte vereinigt und
aufkonzentriert. Dazu wurden die Extrakte in einem 15 ml Zentrifugenro¨hrchen ver-
einigt (ca. 4,5 ml) und das Methanol schrittweise mit Stickstoff verdampft. Sobald
das Volumen innerhalb des Zentrifugenro¨hrchens um 1 ml gesunken war, wurde die
Probe gevortext, um die an der Wand befindlichen Ru¨cksta¨nde in die Lo¨sung zu
spu¨len. Dies wurde solange wiederholt, bis das Methanol komplett verdampft war
und sich die Ru¨cksta¨nde im unteren Teil des Zentrifugenro¨hrchens befanden. Diese
wurden schließlich mit 500µl Methanol gelo¨st und zu gleichen Teilen auf zwei HPLC-
Probengefa¨ße aufgeteilt. Das Zentrifugenro¨hrchen wurde anschließend zweimal mit
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jeweils 100µl Methanol gespu¨lt und dieses ebenfalls auf die zwei HPLC-Probengefa¨ße
aufgeteilt. Somit konnte das anfa¨ngliche Volumen von ca. 4,5 ml in vier Gefa¨ßen auf
700µl in zwei Gefa¨ßen reduziert werden. Von einem der zwei Aliquote wurden an-
schließend 200µl nach dem bereits erwa¨hnten Schema zentrifugationsfiltriert und bis
zur Messung bei −20 ◦C gelagert.
Die Sta¨mme AA39, AA40 und AA60 wurden in Kulturen in 500 ml Flaschen im
Alfred-Wegener-Institut gehalten. Volumina, Zelldichten und Medium sind in Ta-
belle 3 dargestellt. Zuna¨chst wurden die Kulturen gleichma¨ßig auf 50 ml Zentrifu-
genro¨hrchen verteilt und die Flaschen zweimal mit jeweils 50 ml 1/10 K-Medium aus-
gespu¨lt, welches ebenfalls in die Zentrifugenro¨hrchen u¨berfu¨hrt wurde. Die AA39-
und AA40-Kulturen wurden jeweils auf acht Ro¨hrchen und die AA60-Kultur auf
sechs Ro¨hrchen aufgeteilt. Die Proben wurden bei 5250 x g fu¨r 15 min in einer Alle-
gra X-15 R Laborzentrifuge (Beckman Coulter GmbH) pelletiert und der U¨berstand
zuru¨ck in die 500 ml Flaschen dekantiert. Die Pellets der jeweiligen Kulturen wur-
den in dem verbliebenen Medium resuspendiert und quantitativ in jeweils einem
Ro¨hrchen vereinigt. Anschließend wurden die Proben erneut bei 5250 x g fu¨r 15 min
abzentrifugiert und die U¨bersta¨nde ebenfalls zuru¨ck in die 500 ml Flaschen dekan-
tiert. Die Pellets wurden erneut resuspendiert und quantitativ in 1,5 ml Reakti-
onsgefa¨ße u¨berfu¨hrt. Durch eine weitere Zentrifugation bei 16 100 x g und 10 ◦C
fu¨r 15 min konnte das verbliebene Medium abgenommen und die Pellets somit
vollsta¨ndig getrocknet werden. Zur eigentlichen Extraktion der trockenen Zellpellets
wurden diese in 500µl Methanol gelo¨st und jeweils quantitativ in ein 2 ml Kryovi-
al u¨berfu¨hrt. Dem wurden 0,9 g Lysing Matrix D hinzugefu¨gt und die Vials ver-
schlossen und gevortext. Die Zellen wurden dann durch kontinuierliche, vertikale
Winkelbewegungen bei maximaler Geschwindigkeit (6,5) fu¨r 45 s in einem Bio 101
FastPrep Gera¨t lysiert. Anschließend wurden feste Zellreste und die Lysing Matrix
D durch Zentrifugation bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 5 min von dem Methanolex-
trakt getrennt. Dieser wurde in einen Zentrifugationsfilter mit einer Porengro¨ße von
0,45µm u¨berfu¨hrt und bei 16 100 x g und 10 ◦C fu¨r 1 min zentrifugiert. Das Filtrat
wurde abschließend in ein HPLC-Probengefa¨ß transferiert und mit einem Deckel
mit Silikon-Septum verschlossen. Aufgrund der Gro¨ße der Pellets der Sta¨mme AA39
und AA40 wurden diese ein zweites Mal extrahiert, indem ein weiteres Mal 500 µl
Methanol hinzugegeben und die folgenden Schritte erneut durchgefu¨hrt wurden. Die
Filtrate nach der Zentrifugationsfiltration wurden mit den Filtraten der ersten Ex-
traktion vereint. Um vergleichbare Bedingungen zu schaffen, wurden die Extrakte
aller drei Sta¨mme mit Stickstoff abgedampft und die Ru¨cksta¨nde abschließend mit
200µl Methanol gelo¨st. Die Proben wurden bis zur Messung bei −20 ◦C gelagert.
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Die zuru¨ckdekantierten U¨bersta¨nde der Sta¨mme AA39, AA40 und AA60 wurden
ebenfalls auf Amphidinole untersucht. Dessen Extraktion wurde freundlicherweise
von Frau Annegret Mu¨ller u¨bernommen. Das zugrundeliegende Protokoll befindet
sich als Excel-Datei (
”
Extraktion Kulturu¨bersta¨nde.xlsx“) auf der beiliegenden CD.
2.3 Flu¨ssigkeitschromatographie mit
Fluoreszenz-Detektion (LC-FD)
Zur Messung von PSP-Toxinen wurde Flu¨ssigkeitschromatographie mit Fluoreszenz-
Detektion (liquid chromatographie with fluorecence detection, LC-FD) genutzt.
Das LC1100 Serien System (Agilent Technologies) umfasst einen G1379A Entga-
ser, eine G1311A quaterna¨re Pumpe, einen G1329A Autosampler, einen G1330B
Autosampler-Thermostat, einen G1316A Sa¨ulen-Thermostat und einen G1321A Flu-
oreszenz-Detektor. Das System ist verbunden mit einer PCX 2500 Nachsa¨ulenderiva-
tisierungs-Einheit (Pickering Laboratories, Mountain View, CA, USA). Das beno¨tigte
Wasser wurde deionisiert und auf eine Qualita¨t von mindestens 18 MΩ cm−1 gerei-
nigt (Milli-Q, Millipore GmbH, Eschborn, Deutschland). Eluent A enthielt 6 mM 1-
Octansulfonsa¨ure und 6 mM 1-Heptansulfonsa¨ure (beide Sigma, Deisenhofen, Deutsch-
land) in 40 mM Ammoniumphosphat (HPLC-grade, Merck). Die Lo¨sung wurde mit
verdu¨nnter Phosphorsa¨ure (p.a., Applichem, Darmstadt, Deutschland) auf einen
pH-Wert von 7, 0 eingestellt und mit 0,75 % Tetrahydrofuran (THF) (HPLC-grade,
Merck) versetzt. Eluent B enthielt 13 mM 1-Octansulfonsa¨ure in 50 mM Phosphor-
sa¨ure und wurde mit Ammoniumhydroxid (25 %, HPLC-grade, Merck) auf einen
pH-Wert von 7, 0 eingestellt. Zusa¨tzlich wurden dem Eluenten 15 % (v/v) Ace-
tonitril (HPLC-grade, Merck) und 1,5 % THF hinzugefu¨gt. Die Flussrate betrug
1 ml min−1 mit folgendem Gradienten: 0 min, 100 % A isokratisch bis 15 min, Wech-
sel auf 100 % B bis 16 min, isokratisch B bis 35 min, Wechsel auf 100 % A bis 36 min,
isokratisch 100 % A bis 45 min (= Gesamtlaufzeit). Der Autosampler-Thermostat
wurde auf eine Temperatur von 8 ◦C eingestellt und das injizierte Volumen betrug
20µl. Die Trennung erfolgte durch eine Luna C18 rp Sa¨ule (Phenomenex, Aschaf-
fenburg, Deutschland) mit einer La¨nge von 250 mm, einem Innendurchmesser von
4,6 mm und einem Partikeldurchmesser von 5 µm. Als Vorsa¨ule wurde eine Phe-
nomenex SecuriGuard verwendet. Die Nachsa¨ulenderivatisierung erfolgte zuna¨chst
durch 10 mM Periodsa¨ure (Sigma) in 550 mM Ammoniumhydroxid bei einer Flussra-
te von 0,4 ml min−1 und einer Temperatur von 50 ◦C. Anschließend wurde das Eluat
mit 0,75 M Salpetersa¨ure (p.a., Applichem) bei einer Flussrate von 0,4 ml min−1 wei-
ter derivatisiert. Die Messung der Toxine erfolgte u¨ber einen Dual-Monochromator
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Fluoreszenz-Detektor bei einer Extinktionswellenla¨nge von 333 nm und einer Emissi-
onswellenla¨nge von 395 nm. Die Datenerfassung und -bearbeitung erfolgte durch die
Software HP ChemStation. Zur Identifikation und Quantifizierung der Toxine wurde
ein PSP-Mischstandard verwendet, welcher folgende Komponenten enthielt: Saxito-
xin (STX), Neosaxitoxin (NEO), decarbamoyl-Saxitoxin (dcSTX), Gonyautoxin 1-5
(GTX-1-GTX-5) und decarbamoyl-Gonyautoxin 2 und 3 (dcGTX-2, dcGTX-3). Die-
se Einzelstandards stammen vom Institute of Marine Biology, Halifax, NS, Kanada.
Die Nachweisgrenze (NWG) wurde als dreifaches Signal/Rausch-Verha¨ltnis (engl.
signal-to-noise-ratio, S/N-Verha¨ltnis) definiert und nach Formel 1 berechnet.
NWG [ng/µl] =
3 · c Standard [ng/µl]
S/N
(1)
Toxinmengen und Nachweisgrenzen bei Proben dieser Art werden jedoch u¨blichweise
in Nanogramm pro Netzzug angegeben (engl. net tow, NT). Zur Berechnung der
Nachweisgrenzen wurden dementsprechend die Formeln 2 und 3 verwendet.
NWG [ng/NT] = NWG [ng/µl] · V Extrakt[µl] · V Netzzug [ml]
V AliquotPSP [ml]
(2)
V AliquotPSP [ml] =
V Netzzug [ml]− 200 ml
2
(3)
Das Extraktionsvolumen entspricht dabei dem Volumen der Essigsa¨ure, mit dem
das Zellpellet extrahiert wurde (i.d.R. 400 µl, vgl. Abschnitt 2.2.1). Das Volumen
des Netzzuges entspricht dem Volumen, auf das der Inhalt der Netzzugflasche auf-
gefu¨llt wurde (i.d.R. 1,0 l, maximal 2,0 l , vgl. Abschnitt 2.1.1). Das Volumen des
PSP-Aliquots entspricht stets dem halben Netzzugvolumen, nachdem 200 ml an die
bulgarische Kollegin gegeben wurden (vgl. Abschnitt 2.1.1).
2.4 Flu¨ssigkeitschromatographie gekoppelt mit
Tandem-Massenspektrometrie (LC-MS/MS)
Zur Messung der Amphidinole, der lipophilen Toxine inklusive Azaspirosa¨uren als
auch der Domoinsa¨ure wurde Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC®)
gekoppelt mit Tandem Quadrupole Massenspektrometrie verwendet. Das UPLC-
System umfasst einen AQUITY UPLC Sa¨ulenofen, einen AQUITY I UPLC Class
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Autosampler und eine AQUITY I UPLC Class bina¨re Pumpe. Die Trennung er-
folgte durch eine Purospher®STAR RP-18 endcapped (2µm) Hibar® HR 50-2.1
UPLC-Sa¨ule der Firma Merck. Zum Schutz der Sa¨ule wurde eine 0,5 µm OPTS-
SOLV® EXP Vorsa¨ule von Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland verwendet. Die-
ses System ist an das Xevo® TQ-XS Massenspektrometer (Waters GmbH, Esch-
born, Deutschland) gekoppelt. Mit Hilfe der Software Masslynx (Version 4.2, Wa-
ters) wurden die Daten erfasst und analysiert. Um die Toxine eindeutig zu iden-
tifizieren wurden neben den im
”
Selected Reaction Monitoring“ (SRM) definierten
Massenu¨berga¨ngen zusa¨tzlich die Retentionszeiten der Toxine aus den Standards
mit denen im Probenmaterial verglichen. Es erfolgte eine Betrachtung der Chroma-
togramme, welche die Summe aller auftretenden Toxine nach dem Zeitpunkt ihrer
Elution in einer Probe widerspiegeln. Mithilfe der Daten aus den SRM-Scans und
der Software TargetLynx XS (Waters) wurden gefundene Toxine quantifiziert und
Nachweisgrenzen berechnet. Zur Quantifizierung war die Erstellung einer Auswerte-
methode notwendig. Nach Festlegung der U¨berga¨nge zu den entsprechenden Toxinen
wurden bis auf die ausgeschaltete Gla¨ttungs-Funktion die Standardeinstellungen ver-
wendet. Die Nachweisgrenze wurde generell als dreifaches S/N-Verha¨ltnis definiert
und wie zuvor nach Formel 1 (siehe Abschnit 2.3) berechnet. Das S/N-Verha¨ltnis
wurde mithilfe der TargetLynx Software bestimmt. Dabei wurden die Optionen
”
N0
Extra Processing“,
”
Peak to Peak“,
”
Use (n-1) for RMS“ und
”
Use Underlying Raw
Data“ verwendet. Je nach Probenart bot es sich an, zusa¨tzliche Nachweisgrenzen,
bezogen auf andere Parameter, zu berechnen. Diese Berechnungen sind in den ein-
zelnen Unterabschnitten angegeben.
Außerdem wurden vor allem bei den Amphidinolmessungen, aber auch teilweise
bei Messungen der Proben aus dem Schwarzen Meer, Produktionen-Spektren (
”
En-
hanced Product Ion“-Scans, EPI-Scans) aufgenommen. Diese dienten einerseits zur
eindeutigen Identifizierung von bekannten Substanzen, indem die aufgenommenen
charakteristischen Fragmentierungsmuster mit denen der Literatur verglichen wur-
den. Andererseits konnten durch die Produktionen-Spektren Ru¨ckschlu¨sse auf die
Struktur gezogen werden, um dadurch unbekannte Substanzen besser beschreiben zu
ko¨nnen. Nachfolgend werden die verschiedenen Eluenten, Gradienten und Massen-
spektrometermethoden fu¨r die unterschiedlichen Toxin-Analysen beschrieben. Die
fu¨r alle Messungen identischen Einstellungen des Massenspektrometers sind in Ta-
belle 4 dargestellt.
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Tabelle 4. Massenspektrometrische Parameter fu¨r die Messung von Amphidinolen, lipo-
philen Toxinen inklusive Azaspirosa¨uren und Domoinsa¨ure
Ionenquelle
Kapillarspannung [kV] 2,00
Kegelspannung [V] 45
Verdampfungstemperatur [◦C] 600
Gasfluss
Verdampfung [l/h] 1000
Kegel [l/h] 150
Zersta¨uber [bar] 7,0
weiteres
Autosampler-Thermostat [◦C] 8
Sa¨ulentemperatur [◦C] 40
2.4.1 Messung von lipophilen Toxinen
Fu¨r die Messung von lipophilen Toxinen wurde Reinstwasser, versetzt mit 2,5 mM
Ameisensa¨ure (99 %, p.a., Merck) und 6,7 mM Ammoniak als Eluent A verwendet
und ein Acetonitril-Reinstwasser-Gemisch (9/1 v/v), versetzt mit 6,7 mM Ammoni-
ak als Eluent B verwendet. Der Gradient war wie folgt: Initialisiert wurde die Mes-
sung mit 70 % A und einem Fluss von 0,2 ml min−1 bis 1,5 min, gefolgt von einem
linearen Gradienten bis 3,5 min auf 10 % A und einem Fluss von 0,6 ml min−1. Dieser
Zustand wurde bis 4,0 min gehalten und der Gradient anschließend bei gleichblei-
bender Flussrate isokratisch auf Anfangsbedindungen bis 4,1 min zuru¨ckgebracht.
Diese Einstellungen wurden bis 5,0 min (= Gesamtlaufzeit) beibehalten. Zur Iden-
tifikation und Quantifizierung der lipophilen Toxine wurden verschiedene, zerti-
fizierte Standardlo¨sungen verwendet. Dies waren Gymnodimin A (GYM-A), 13-
Desmethylspirolid C (SPX-1), Okadasa¨ure (OA), Dinophysistoxin-1 und -2 (DTX-1,
DTX-2), Pectenotoxin 2 (PTX-2), Yessotoxin (YTX) und Azaspirosa¨ure 1 (AZA-1).
GYM-A, SPX-1, OA und PTX-2 wurden wie die PSP-Standards vom Institute of
Marine Biology aus Kanada bezogen, wa¨hrend DTX-1, DTX-2, YTX und AZA-1 aus
der Laboratorio CIFGA S.A., Lugo, Spanien stammen. Außerdem wurde ein Gonio-
domin A (GD-A) Standard verwendet, welcher aus Alexandrium pseudogonyaulax
von A. Andersen (Krock et al., 2018) isoliert wurde. Die nachfolgende Tabelle 5
zeigt die gescannten Toxine und die entsprechenden U¨berga¨nge. Diese Methode war
bereits vorhanden und wurde nicht selbst erstellt. Die Nachweisgrenze [pg/µl] wurde
dabei nach Formel 1 (siehe Abschnit 2.3) berechnet, wa¨hrend die Nachweisgrenze
[pg/NT] nach Formel 2 berechnet wurde. Je nach Volumen des Netzzuges ergaben
sich dabei jeweils eine maximale und eine minimale Nachweisgrenze.
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Tabelle 5. Untersuchte lipophile Toxine inklusive zugeho¨riger Quantifizierungs- und Qua-
lifizierungsu¨berga¨nge. Mit einem
”
?“ gekennzeichnete Toxine sind bekannt, wurden jedoch
noch nicht vollsta¨ndig charakterisiert.
Toxin
Quant.-
U¨bergang
(m/z)
Qual.-
U¨bergang
(m/z)
Toxin
Quant.-
U¨bergang
(m/z)
Qual.-
U¨bergang
(m/z)
AZA-1 842→824 - PnTx-G 694→164 -
AZA-2 856→838 - PnTx-F 766→164 -
AZA-3 828→810 - PTX-2 876→213 -
DTX-1 836→237 - PTX-11 892→213 -
DTX-2 822→223 - PTX-12 874→213 -
GD-A 786→733 786→607 PTX-2sa 894→213 -
GYM-A 508→490 - SPX-1 692→164 -
GYM-B 524→506 - SPX-A 692→150 -
GYM-C 524→506 - SPX-B 694→150 -
GYM-D 524→506 - SPX-C 706→164 -
GYM-E 526→508 - SPX-D 708→164 -
12-Me-
GYM-A
522→504 - SPX-G 692→164 692→150
16-
desMe-
GYM-D
510→492 -
SPX-27-
OH-13-
desMe-C
694→180 -
GYM-? 540→522 -
SPX-
13,19-
didesMe-
C
926→908 -
GYM-? 542→524 - SPX-20-
desMe-D
694→150 -
GYM-? 548→530 - 20-Me-
SPX-G
706→164 -
GYM-? 564→546 - YTX 570→467 570→396
GYM-? 582→564 - homo-
YTX
1174→979 -
OA 822→223 - 45-OH-
YTX
1176→981 -
OA-d8 946→223 - homo-45-
OH-YTX
1190→977 -
PnTx-E 784→164 -
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2.4.2 Messung von Domoinsa¨ure
Zur Messung von Domoinsa¨ure wurden die Konzentrationen von Ameisensa¨ure und
Ammoniak in Eluent A gegenu¨ber der Messung fu¨r lipophile Toxine von 2,5 mM/6,7 mM
auf 9,5 mM/10,0 mM angehoben. Reines Acetonitril stellte den Eluenten B dar.
Die Flussrate fu¨r die Domoinsa¨uremessung betrug konstant 0,2 ml min−1 und der
Gradient war wie folgt: Initialisiert wurde die Messung mit 99 % A mit einem an-
schließenden linearen Gradienten auf 5 % A bis 5,0 min. Dieser Zustand wurde bis
8,5 min gehalten, worauf der Gradient auf Anfangsbedingungen mit 99 % A bis 9 min
zuru¨ckgebracht wurde. Zur Identifikation und Quantifizierung wurde ein zertifizier-
ter Domoinsa¨ure-Standard von Laboratorio CIFGA S.A. verwendet. Die Methode
enthielt den Quantifizierungsu¨bergang 312→266 und den Qualifizierungsu¨bergang
312→193. Die Nachweisgrenze [pg/µl] wurde dabei nach Formel 1 (siehe Abschnit
2.3) berechnet, wa¨hrend die Nachweisgrenze [pg/NT] nach Formel 2 berechnet wur-
de. Je nach Volumen des Netzzuges ergaben sich dabei jeweils eine maximale und
eine minimale Nachweisgrenze.
2.4.3 Messung von Azaspirosa¨uren
Die Eluenten fu¨r die AZA-Messung setzten sich aus Reinstwasser (Eluent A) bzw.
einem Acetonitril-Reinstwasser-Gemisch (90 %) (Eluent B) zusammen, jeweils ver-
setzt mit 6,7 mM Ammoniak. Letzteres lag als 25 %iges Ammoniumhydroxid vor.
Der Gradient entsprach dem der Messung von lipophilen Toxinen (siehe Abschnitt
2.4.1). Es wurde eine SRM-Methode verwendet, welche nach allen Azaspirosa¨uren
scannt, die direkt von Dinoflagellaten produziert werden und nicht erst durch den
Metabolismus in der Muschel entstehen. Von diesen Metaboliten wurde lediglich
nach AZA-3 und AZA-7 gesucht, da diese in der Lebensmittelindustrie ebenfalls
kontrolliert werden (Bundesinstitut fu¨r Risikoberwertung, 2005). Die untersuchten
Azaspirosa¨uren mit den jeweiligen Massenu¨berga¨ngen sind in Tabelle 6 dargestellt.
In manchen Fa¨llen tritt ein U¨bergang nicht nur bei einem, sondern bei mehreren To-
xinen auf. In diesen Fa¨llen wurde neben dem eigentlichen Quantifizierungsu¨bergang
ein zusa¨tzlicher Qualifizierungsu¨bergang verwendet. Einige Azaspirosa¨uren kommen
außerdem in phosphatierter Form (-P) vor und sind somit 80 Da schwerer als die
nicht-phosphatierten Azaspirosa¨uren. Diese Methode war bereits vorhanden und
wurde nicht selbst erstellt.
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Tabelle 6. Untersuchte Azaspirosa¨uren inklusive zugeho¨riger Quantifizierungs- und Qua-
lifizierungsu¨berga¨nge. Mit einem
”
?“ gekennzeichnete Toxine sind bekannt, wurden jedoch
noch nicht vollsta¨ndig charakterisiert.
Toxin
Quant.-
U¨bergang
(m/z)
Qual.-
U¨bergang
(m/z)
Toxin
Quant.-
U¨bergang
(m/z)
Qual.-
U¨bergang
(m/z)
AZA-? 920→804 920→348 AZA-58 828→810 -
AZA-? 928→910 928→348 AZA-59 860→842 -
AZA-1 842→824 842→672 AZA-60 828→810 828→348
AZA-2 856→838 856→672 AZA-62 870→852 -
AZA-3
(Metabolit)
828→810 828→658 AZA-1-P 922→904 -
AZA-7
(Metabolit)
858→840 - AZA-2-P 936→918 936→802
AZA-11 872→854 872→362 AZA-7-P 938→920 -
AZA-33 716→698 - AZA-11-P 952→934 952→818
AZA-34 816→798 - AZA-33-P 796→778 -
AZA-35 830→812 830→362 AZA-34-P 896→878 -
AZA-36 858→840 858→348 AZA-35-P 910→892 -
AZA-37 846→828 846→348 AZA-36-P 938→920 -
AZA-38 830→812 830→348 AZA-37-P 926→908 -
AZA-39 816→798 816→348 AZA-38-P 910→892 -
AZA-40 842→824 - AZA-39-P 896→878 -
AZA-41 854→836 854→670 AZA-40-P 922→904 -
AZA-42 870→852 870→360 AZA-41-P 934→916 -
AZA-43 828→810 - AZA-42-P 950→932 -
AZA-50 842→824 842→348 AZA-50-P 922→904 -
AZA-51 858→840 858→348 AZA-51-P 938→920 -
AZA-52 830→812 830→348 AZA-52-P 910→892 -
AZA-53 830→812 830→348 AZA-53-P 910→892 -
AZA-54 870→852 - AZA-54-P 950→932 -
AZA-55 868→850 868→362 AZA-59-P 940→922 -
AZA-56 884→866 - AZA-62-P 950→932 -
AZA-57 844→826 -
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Zur Identifikation und Quantifizierung der Azaspirosa¨uren wurde eine zertifizierte
AZA-1 Standardlo¨sung aus der Laboratorio CIFGA S.A. verwendet. Die Nachweis-
grenze wurde wie zuvor als dreifaches S/N-Verha¨ltnis definiert und nach Formel
1 (siehe Abschnit 2.3) berechnet. Toxinmengen und Nachweisgrenzen bei Proben,
welche aus dem filtrierten Meerwasser aus den Wasserscho¨pfern stammen, werden
jedoch u¨blicherweise pro Liter Meerwasser angegeben. Dies wurde nach folgender
Formel berechnet:
NWG [ng/l] =
NWG [ng/µl] · V Extrakt[µl]
V Filtration[l]
(4)
Das Extraktionsvolumen entspricht dabei dem Acetonvolumen, mit dem die abge-
dampften AZA-Ru¨cksta¨nde gelo¨st wurden (300µl, vgl. Abschnitt 2.2.1), wa¨hrend
das Filtrationsvolumen dem Volumen des Wassers entspricht, welches u¨ber den Fil-
ter gelaufen ist (0,74 bis 4,0 l, vgl. Abschnitt 2.1.1).
2.4.4 Messung von Amphidinolen/Methodenentwicklung
Die Methodenentwicklung erfolgte auf Basis der Methode nach Krock et al. (2017),
in der auf einem HPLC-MS/MS-System Karlotoxine gemessen wurden. Diese sind
strukturell eng mit den Amphidinolen verwandt und besitzen a¨hnliche physikalische
und chemische Eigenschaften, sodass davon ausgegangen wurde, dass jene Para-
meter und Einstellungen auch fu¨r die Amphidinolmessung zu Erfolgen fu¨hren soll-
ten. Die hier getesteten Parameter wurden schließlich fu¨r die Aufnahme von SRM-,
Neutralverlust- (engl. neutralloss, NL) und EPI-Scans verwendet. Fu¨r die SRM-
und NL-Methodenentwicklung waren neben den hier aufgefu¨hrten messtechnischen
Parametern theoretische Information und Gedankenga¨nge notwendig, welche im Er-
gebnisteil unter Abschnitt 3.2 erla¨utert werden.
Die Nachweisgrenze wurde erneut als dreifaches S/N-Verha¨ltnis definiert und nach
Formel 1 berechnet. In einigen Proben war die Zellzahl bekannt, sodass die Nach-
weisgrenze auch in Pikogramm pro Zelle angegeben werden konnte. Dazu wurde die
Formel 5 verwendet.
NWG [pg/Zelle] = NWG [pg/µl] · V Extrakt[µl]
Zellzahl
(5)
Chromatographische Parameter
Zuna¨chst wurden fu¨r die Messungen die Eluenten nach Krock et al. (2017) ver-
wendet. Dabei setzte sich Eluent A aus Reinstwasser, versetzt mit 2 mM Ammo-
niumformiat und 50 mM Ameisensa¨ure, zusammen. Ein Acetonitril-Reinstwasser-
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Gemisch (95/5 v/v), ebenfalls versetzt mit 2 mM Ammoniumformiat und 50 mM
Ameisensa¨ure, stellte Eluent B dar. Der Gradient aus der HPLC-Karlotoxin-Methode
wurde auf das UPLC-System angepasst und die Gesamtlaufzeit von 23 min auf 5 min
verringert. Anschließend wurde ein zweites Eluentenpaar getestet, welches stan-
dardma¨ßig am UPLC-MS/MS-System fu¨r die Messung verschiedener Schalentier-
Toxine verwendet wird und von Waters fu¨r die Messung jener Toxine empfohlen
wurde (Gerssen et al., 2013). Dabei setzte sich Eluent A aus Reinstwasser und
6,7 mM Ammoniak zusammen, wa¨hrend als Eluent B ein Acetonitril-Reinstwasser-
Gemisch (9/1 v/v), versetzt mit 6,7 mM Ammoniak verwendet wurde. Die Fluss-
rate betrug konstant 0,6 ml min−1 und der zuna¨chst verwendete Gradient war wie
folgt: Initialisiert wurde die Messung mit 70 % A bis 1,5 min, gefolgt von einem
linearen Gradienten bis 3,5 min auf 10 % A. Dieser Zustand wurde bis 4,0 min gehal-
ten und der Gradient anschließend isokratisch auf Anfangsbedingungen bis 4,1 min
zuru¨ckgebracht. Diese Einstellungen wurden bis 5,0 min (= Gesamtlaufzeit) bei-
behalten. Die Anteile der Eluenten A und B wurden hierbei ha¨ufig varriiert, um
unterschiedliche Ergebnisse zu erzielen und um auf verschiedene Probleme zu rea-
gieren. So wurde beispielsweise der anfa¨ngliche Anteil von Eluent A von 70 % auf
80 %, 85 % und 90 % erho¨ht.
Neben den Eluenten und Gradienten wurde außerdem das beno¨tigte Injektionsvo-
lumen untersucht. Dabei wurden vom Luteophanol-D-Standard und den vorliegen-
den Proben zwischen 0,5 µl und 2 µl injiziert und u¨berpru¨ft, mit welchem minimal
mo¨glichen Volumen ein gutes Ergebnis erzielt werden konnte. Dies schließt einen
eindeutigen Peak im Chromatogramm und ein erfolgreiches Produktionen-Spektrum
ein.
Massenspektrometrische Parameter
An den Grundeinstellungen des Massenspektrometers wurden keine Vera¨nderungen
vorgenommen, sodass fu¨r die Methodenentwicklung stets die Einstellungen aus Ta-
belle 4 verwendet wurden. Fu¨r die spezifische Untersuchung von Amphidinolen war
speziell die Kollisionsenergie entscheidend. Diese tra¨gt maßgeblich zur Fragmen-
tierung der Substanzen bei, weshalb sie fu¨r die Identifizierung von Amphidinolen
mittels Produktionen-Scan und die darauf aufbauende SRM-Methode von hoher
Bedeutung ist. Daher wurde die Kollisionsenergie im umfangreichen Maß getestet
und untersucht. Dies geschah zuna¨chst an dem Luteophanol-D-Standard, welcher
im Produktionen-Scan mit Kollisionsenergien zwischen 15 eV und 100 eV fragmen-
tiert wurde. Dabei sollten Produktionen-Spektren entstehen, welchen den Spektren
zu anderen Amphidinolen aus der Literatur a¨hnlich sehen. Bei spa¨ter gefundenen
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Amphidinolen wurden a¨hnliche Tests durchgefu¨hrt, um zu u¨berpru¨fen, ob alle To-
xine innerhalb dieser Toxinklasse unter gleichen Bedingungen a¨hnliche Ergebnisse
liefern. Ein fu¨r die Methodenentwicklung weiterer untersuchter Parameter war die
verwendete Scanzeit, aus welcher die Zahl der Messpunkte pro Peak und damit die
Auflo¨sung resultiert. Sowohl fu¨r die SRM- als auch fu¨r die NL-Methode wurde die
Scanrate so gewa¨hlt, dass die Zahl der Messpunkte pro Peak in etwa bei 12 lag
(Empfehlung des Herstellers). In den einzelnen Produktionen-Methoden wurde mit
mehreren Scanraten gemessen und u¨berpru¨ft, bei welcher Scanrate sich Peaks am
besten identifizieren ließen.
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3.1 Schalentier-Toxine im Schwarzen Meer
3.1.1 PSP-Toxine
Die Extrakte aus den fraktionierten Netzzug-Proben wurden mittels Flu¨ssigkeitschro-
matographie aufgetrennt und vorhandene Toxine durch Fluoreszenz-Detektion ge-
messen. Die Identifikation der Toxine erfolgte u¨ber Vergleich der Retentionszeiten
mit einem zuvor erstellten Multitoxinstandard, dessen Chromatogramm in Abbil-
dung 8 dargestellt ist. In keiner der insgesamt 123 untersuchen Proben konnten
PSP-Toxine nachgewiesen werden. Die mittels des Multitoxinstandards nach For-
mel 1 (siehe Abschnit 2.3) berechnete Nachweisgrenze liegt bei 27,2 pg/µl, was nach
Formel 2 in etwa 24 bis 41 ng/NT entspricht, je nach Volumen des Netzzuges.
Abbildung 8. Chromatogramm des Multitoxinstandards, u¨ber dessen Vergleich PSP-
Toxine identifiziert werden sollten.
Bis zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurden in bulgarischen Gewa¨ssern drei mal Proben
auf PSP-Toxine untersucht. Kalinova et al. (2015) konnten in Muscheln, welche zwi-
schen 2010 und 2014 gefangen wurden, geringe Mengen von Saxitoxin, decarbamoyl-
Gonyautoxin 2, decarbamoyl-Gonyautoxin 3 und Gonyautoxin 5 nachweisen. Plank-
tonproben wurden nicht untersucht. Peteva et al. (2018a) konnten hingegen in Mu-
scheln, welche zwischen April 2015 und Juni 2016 gefangen wurden, keine PSP-
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Toxine nachweisen. In Peteva et al. (2018c) wurden neben Muscheln erstmals Plank-
tonproben auf PSP-Toxine untersucht. In den zwischen April und Mai 2017 genom-
menen Proben konnten erneut keine PSP-Toxine nachgewiesen werden. Die von
Vershinin et al. (2006) detektieren Gonyautoxine 2, 3 und 5 wurden in Muscheln
gefunden, welche zwischen den Jahren 2000 und 2004 in russischen Gewa¨ssern ge-
fangen wurden.
Von dieser Datenlage ausgehend konnten, wenn u¨berhaupt, nur a¨ußerst geringe Men-
gen von PSP-Toxinen in den zwischen Mai und Juni 2019 genommenen Plankton-
proben erwartet werden. PSP-Toxine werden in marinen Gewa¨ssern hauptsa¨chlich
von verschiedenen Alexandrium-Arten, Gymnodinium catenatum und Pyrodiniu ba-
hamense produziert (Deeds et al., 2008). Die taxonomische Auswertung der Plank-
tonproben, durchgefu¨hrt von Mitarbeitern des Institute of Oceanology - Bulgarian
Academy of Sciences, wird zeigen, ob und in welcher Anzahl diese Arten zum Zeit-
punkt der Probennahme auftraten.
3.1.2 Lipophile Toxine inklusive Domoinsa¨ure
Die Extrakte aus den fraktionierten Netzzug-Proben wurden mittels Flu¨ssigkeitschro-
matographie aufgetrennt und mit Tandem-Massenspektrometrie unter Verwendung
der gegebenen SRM-Methoden gemessen. Dabei wurde jede Probe zwei mal injiziert:
Die erste Messung zielte auf eine Reihe lipophiler Toxine und die zweite Messung
auf die hydrophile Domoinsa¨ure ab. Die Identifikation der Toxine erfolgte u¨ber die
spezifischen U¨berga¨nge sowie den Vergleich der Retentionszeit mit den gemesse-
nen Standards, welche auch zur Quantifizierung verwendet wurden. Tabelle 7 gibt
die Nachweisgrenzen an, welche mit den einzeln gemessenen Standards berechnet
wurden. Die hohen Nachweisgrenzen von DTX-1, DTX-2 und OA beruhen auf Pro-
blemen des Massenspektrometers, welche spontan nicht behoben werden konnten.
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Tabelle 7. Nachweisgrenzen fu¨r lipophile Toxine und Domoinsa¨ure. Die Nachweisgrenzen
pro Netzzug variieren je nach Volumen des Netzzuges.
Toxin NWG [pg/µl]
NWGminimal
[ng/NT]
NWGmaximal
[ng/NT ]
AZA-1 0,118 0,105 0,206
DA 1,620 1,440 2,834
DTX-1 37,632 33,450 65,856
DTX-2 21,419 19,040 37,484
GD-A 1,862 1,655 3,259
GYM-A 0,118 0,105 0,206
OA 84,794 75,372 148,389
PTX-2 0,392 0,348 0,686
SPX-1 0,051 0,045 0,089
YTX 0,032 0,028 0,055
Identifizierung der gefundenen Toxine
In den Proben des Planktonnetzes konnten Pectenotoxin 2, Yessotoxin sowie zwei
Pectenotoxine mit dem U¨bergang 892→213 und einer Retentionszeit von 2,81 min
bzw. 3,00 min detektiert werden. Wa¨hrend PTX-2 und YTX u¨ber die identische
Retentionszeit mit den Standards identifiziert wurden, gestaltete sich die Identifika-
tion der unbekannten Pectenotoxine als schwieriger. Der in der vorhandenen SRM-
Methode festgelegte U¨bergang 892→213 beschreibt die Pectenotoxine 1, 11 und 13,
jedoch ist kein Qualifizierungsu¨bergang zur Unterscheidung der drei Toxine festge-
legt. Daher musste die Identifikation u¨ber Produktionen-Spektren erfolgen. Abbil-
dung 9 zeigt die strukturellen Unterschiede der drei Toxine. R1 stellt bei PTX-1 eine
CH2OH-Einheit dar, wa¨hrend PTX-11 und PTX-13 an dieser Stelle eine CH3-Einheit
tragen. R2 und R3 stellen bei PTX-1 jeweils Wasserstoffatome dar, wa¨hrend sie bei
PTX-11 und PTX-13 ein Wasserstoffatom und eine Hydroxylgruppe darstellen. Auf-
grund des durch den eingezeichneten Bindungsbruch entstehenden Fragments von
567 m/z fu¨r PTX-1 (in fettgedruckten Buchstaben) bzw. 551 m/z fu¨r PTX-11/-13
(in kursivgedruckten Buchstaben) und dessen Wasserabspaltungen sollte sich PTX-1
klar von den anderen beiden Substanzen unterscheiden lassen. PTX-11 und PTX-13
ließen sich jedoch nur durch einen Bindungsbruch unterscheiden, welcher nur einen
der beiden Reste R2 und R3 einschließt. Ein solcher Bindungsbruch tritt laut Li-
teratur jedoch nicht in abundanter Form auf (vgl. Fragmentierungsschemata von
Pectenotoxinen, z.B. in Krock et al. (2008) oder Gerssen et al. (2008)). Eine genaue
Differenzierung der Substanzen ist also mittels Massenspektrometrie nicht mo¨glich
und mu¨sste u¨ber Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance
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spectroscopy, NMR-Spektroskopie) erfolgen.
Abbildung 9. Struktur von PTX-1, -11, -13. Durch den markierten Bindungsbruch
la¨sst sich PTX-1 (fettgedruckte Buchstaben) von PTX-11/-13 (kursivgedruckte Buchsta-
ben) unterscheiden. Eine Differenzierung zwischen PTX-11 und PTX-13 ist wegen der
ra¨umlichen Na¨he von R2 und R3 und dem Fehlen eines entsprechenden Bindungsbruchs
per Massenspektrometrie nicht mo¨glich.
Abbildung 10 zeigt das Chromatogramm des SRM-U¨bergangs 892→213 mit zwei de-
tektierten Substanzen bei 2,81 min und 3,00 min sowie deren Produktionen-Spektren.
Die Substanz bei 2,81 min zeigt neben typischen Fragmenten fu¨r Pectenotoxine, wie
beispielsweise 213 Da und vielen Wasserabspaltungen, die Fragmente mit einer Mas-
se von 567 Da, 549 Da und 531 Da, womit es sich um PTX-1 handeln muss. Im etwas
verrauschten Produktionen-Spektrum der Substanz bei 3,00 min lassen sich neben
den bekannten PTX-Peaks Fragmente mit der Gro¨ße 551 Da, 533 Da und 515 Da
nachweisen, weshalb es sich bei diesem Moleku¨l um PTX-11 oder PTX-13 handeln
muss. Eine genaue Differenzierung dieser beiden Moleku¨le ist, wie vorher beschrie-
ben, anhand der Massenspektren nicht mo¨glich.
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Abbildung 10. (a) Chromatogramm des SRM-U¨bergangs 892→213 (b) Produktionen-
Spektrum des Peaks bei 2,81 min. Durch das Fragment mit einer Masse von 567 Da
und dessen Wasserabspaltungen kann die Substanz als PTX-1 identifiziert werden. (c)
Produktionen-Spektrum des Peaks bei 3,00 min. Durch das Fragment mit einer Masse von
551 Da und dessen Wasserabspaltungen kann die Substanz als PTX-11/-13 identifiziert
werden.
Quantifizierung der Toxine und Auswertung der Daten
Nachdem die Substanzen identifiziert worden sind, wurden die Toxingehalte in den
fraktionierten Proben der einzelnen Netzzu¨ge berechnet. Da fu¨r PTX-1 und PTX-
11/-13 kein Standard zur Verfu¨gung stand, wurde die Quantifizierung in diesen
Fa¨llen mithilfe des PTX-2-Standards durchgefu¨hrt, sodass die berechneten Werte
stets in PTX-2-A¨quivalenten angegeben wurden. Um die folgenden Beschreibungen
besser nachvollziehen zu ko¨nnen, zeigt Abbildung 11 explizit die Stationen, an denen
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das Planktonnetz zur Probennahme ins Wasser gelassen wurde. Die Rohdaten der
Auswertung sind im Anhang (Anlage 1, Tabelle 18) hinterlegt.
Abbildung 11. Stationen, an denen mithilfe eines 20 µm-Planktonnetzes Proben gesammelt
wurden. Diese wurden anschließend durch Filtration in eine >200 µm-, eine 50-200 µm- und
eine 20-50 µm-Fraktion separiert.
In Abbildung 12 sind die Toxingehalte der >200 µm-Fraktionen der einzelnen Sta-
tionen dargestellt. Da die gemessenen YTX-Werte die verschiedenen PTX-Werte
deutlich u¨berstiegen, wurde zur besseren Darstellung sowohl eine YTX-Y-Achse als
auch eine PTX-Y-Achse erstellt. Dabei entspricht die YTX-Y-Achse dem 6-fachen
der PTX-Y-Achse. Neben einem Ausreißer an Station 78 mit etwa 12 700 /NT lag
YTX mit einem Maximalgehalt von 1166 ng/NT an Station 79 vor, wa¨hrend PTX-2
mit maximal 189 ng/NT und PTX-1 mit maximal 49 ng/NT, beides an Station 78,
vorkamen. Außerdem konnte nur an dieser Station PTX-11/-13 mit einem Gehalt
von 4 ng/NT nachgewiesen werden. Der Stationsplan (Abbildung 11) zeigt, dass die
Stationen 78 und 79 in der Na¨he des Festlandes in der Bucht von Warna liegen.
Auch andere Stationen, an denen hohe Toxingehalte detektiert werden konnten, lie-
gen relativ nahe zur Ku¨ste (Stationen 1, 13, 35, 36). Des Weiteren ist zu erkennen,
dass an den Stationen 43-75 nahezu keine Toxine auftraten.
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Abbildung 12. Toxingehalte der >200 µm-Fraktionen aus den Netzzugproben, aufgetragen
u¨ber den jeweiligen Stationen. Die YTX-Y-Achse entspricht dem 6-fachen der PTX-Y-
Achse. Der YTX-Gehalt an Station 78 war mit ca. 12 700 ng/NT deutlich ho¨her als der
Gehalt anderer Stationen. Das Maximum der YTX-Achse wurde zur besseren Darstellung
der anderen Werte auf 1500 ng/NT festgelegt.
Die Toxingehalte der 50-200µm-Fraktionen der jeweiligen Stationen sind in Abbil-
dung 13 dargestellt. Erneut u¨berstiegen die Yessotoxin-Gehalte die der Pectenotoxi-
ne deutlich, sodass die YTX-Y-Achse dem 14-fachen der PTX-Y-Achse entspricht.
Das 50-200 µm-Diagramm zeigt eine deutlich komplexere Toxinverteilung als das
Diagramm der >200µm-Fraktion. So wurden beispielsweise an den Stationen 59-63
hohe Werte gemessen, wobei an diesen Stationen in der >200µm-Fraktion nahezu
keine Toxine vorhanden waren. An Station 63 konnte sogar der maximale YTX-
Gehalt von 6859 ng/NT detektiert werden, welcher jedoch in etwa nur halb so hoch
war wie der Ausreißer in der 200er-Fraktion. Vernachla¨ssigt man diesen jedoch, sind
die Gehalte in den 50-200 µm-Fraktionen deutlich ho¨her: Sie u¨berstiegen mehrmals
einen Wert von 2500 ng/NT, was vorher nur auf den besagten Ausreißer zutraf.
Ebenfalls konnte mit einem maximalen PTX-2-Wert von 426 ng/NT, einem maxi-
malen PTX-1-Wert von 336 ng/NT und einem maximalen PTX-11/-13-Wert von
14 ng/NT (alles an Station 42) ein Anstieg der Pectenotoxine festgestellt werden.
Auch die Anzahl der Stationen, an denen Toxine gemessen wurden, stieg gegenu¨ber
der gro¨ßeren Fraktionen deutlich. So konnte beispielsweise PTX-11/-13 an 14 Sta-
tionen detektiert werden, wa¨hrend es in der >200µm-Fraktion lediglich an einer
Station auftrat. An den Stationen 3-8, 51-55 und 70-75 konnten jedoch auch in
der 50-200 µm-Fraktion wenige bis keine Toxine detektiert werden. Diese Stationen
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liegen alle in relativ weiter Entfernung zur Ku¨ste.
Abbildung 13. Toxingehalte der 50-200 µm-Fraktionen aus den Netzzugproben, aufge-
tragen u¨ber den jeweiligen Stationen. Die YTX-Y-Achse entspricht dem 14-fachen der
PTX-Y-Achse.
Abbildung 14 zeigt die Toxingehalte der 20-50µm-Fraktionen der einzelnen Sta-
tionen. Hier u¨berstiegen die Yessotoxin-Werte die Pectenotoxin-Werte am deut-
lichsten, sodass die YTX-Y-Achse dem 72-fachen der PTX-Y-Achse entspricht. Die
Yessotoxin-Gehalte sind in diesen Fraktionen deutlich am ho¨chsten, mit einem Ma-
ximalwert von 17 145 ng/NT an Station 78 und einem mehrfach auftretenden Wert
von >2500 ng/NT. Die PTX-Gehalte haben sich im Vergleich zur 50-200µm generell
verringert. Der maximale PTX-2-Gehalt lag bei 206 ng/NT an Station 47 und der
maximale PTX-1-Gehalt bei 37 ng/NT an Station 79. Lediglich der maximale PTX-
11/-13-Gehalt ist mit einem Wert von etwa 15 ng/NT an Station 28 anna¨hernd
gleich geblieben. Insgesamt traten die PTX-11/-13-Gehalte hinsichtlich Intensita¨t
und Ha¨ufigkeit a¨hnlich zur 50-200µm-Fraktion auf. Dies ist jedoch nicht bei PTX-1
der Fall: Wa¨hrend in der 50-200 µm-Fraktion PTX-1 und PTX-2 noch anna¨hernd zu
gleichen Teilen innerhalb der Stationen auftraten, hat sich dieses Verha¨ltnis deut-
lich in Richtung von PTX-2 verschoben. PTX-2 konnte dabei auch an Stationen
gemessen werden, an denen zuvor keine Toxine nachgewiesen werden konnten (z.B.
Station 4, 51, 54, 71).
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Abbildung 14. Toxingehalte der 20-50 µm-Fraktionen aus den Netzzugproben, aufgetragen
u¨ber den jeweiligen Stationen. Die YTX-Y-Achse entspricht dem 72-fachen der PTX-Y-
Achse.
Beim Vergleich der aufsummierten Toxingehalte aller Stationen (Tabelle 8) wird
noch einmal verdeutlicht, dass YTX mit einem deutlich ho¨heren Wert vorlag als
PTX-2 und PTX-1, welche wiederum einen deutlich ho¨heren Wert aufwiesen als
PTX-11/-13. Außerdem wird ein Vergleich der Toxingehalte nach Fraktionen mo¨glich:
Je kleiner die Fraktionsgro¨ße, desto ho¨her der Gesamttoxingehalt.
Tabelle 8. Aufsummierte Toxingehalte aller beprobten Stationen, unterteilt nach Fraktio-
nen und Toxinen.
YTX
[ng/NT]
PTX-2
[ng/NT]
PTX-1
[ng/NT]
(PTX-2-
A¨quivalente)
PTX-11/-13
[ng/NT]
(PTX-2-
A¨quivalente)
ΣFraktion
[ng/NT]
>200 µm 15870 302 254 4 16430
50-200 µm 39143 1966 1573 54 42736
20-50 µm 61949 1433 206 70 63658
ΣToxin
[ng/NT]
116962 3701 2033 128 122824
In den letzten Jahren konnten Yessotoxin, Pectenotoxin 2 und Domoinsa¨ure in bul-
garischen Gewa¨ssern des Schwarzen Meeres bereits mehrmals nachgewiesen wer-
den, wobei Yessotoxin lediglich in Muschelproben detektiert wurde (Peteva et al.,
2018b,a,d). Die Detektionen von YTX und PTX-2 in bulgarischen und ruma¨nischen
Gewa¨ssern erfu¨llen dementsprechend die Erwartungen. Lediglich die von der Diato-
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mee Pseudo-nitzschia produzierte Domoinsa¨ure konnte in diesem Jahr nicht detek-
tiert werden. Trotz des fu¨r gewo¨hnlich großen Verbreitungsgebiets dieser Kieselalge
ist es mo¨glich, dass sie zum Zeitpunkt der Probennahme nicht in hoher Abundanz au-
trat. Dieser Fall ko¨nnte beispielsweise durch besondere Wetterbedingungen wie Wind
oder zu wenig Sonnenlicht auftreten. Die taxonomische Auswertung der bulgarischen
Kollegen wird zeigen, ob und in welcher Anzahl diese Gattung vorhanden war. Des
Weiteren konnten im russischen Schwarzen Meer an Muschelproben aus dem Jahr
2002 Okadasa¨ure, PTX-2, PTX-2sa (secoacid), PTX-1/-11, PTX-1sa/-11sa, YTX,
carboxy-YTX und 45-hydroxy-YTX nachgewiesen werden (Morton et al., 2007). Die
hier dargestellten Ergebnisse zeigen, dass PTX-1 und PTX-11/-13 auch in bulga-
rischen Gewa¨ssern detektiert werden konnten, weshalb auf eine Verbreitung u¨ber
das gesamte Schwarze Meer zu schließen ist. Die entsprechenden Secoacide konnten
nicht detektiert werden, da es sich dabei um Metabolite verschiedener Muschelarten
handelt und diese daher in Planktonproben nicht vorkommen (EFSA, 2009a).
Um die Toxinverteilungen der unterschiedlichen Fraktionen beurteilen zu ko¨nnen,
sind die produzierenden Organismen von entscheidender Bedeutung. Pectenotoxine
konnten bisher in 10 Arten der Gattung Dinophysis und zwei Arten der Gattung
Phalacroma nachgewiesen werden, wobei es sich bei den Vertretern der Gattung
Phalacroma mo¨glicherweise lediglich um Transportvektoren handelt, welche sich von
Dinophysis erna¨hren (Reguera et al., 2014). Von den laut Reguera et al. (2014) 10
toxischen Dinophysis-Arten konnten an der Westku¨ste des Schwarzen Meeres D. acu-
minata, D. acuta, D. caudata und D. sacculus nachgewiesen werden (Morton et al.,
2009). Die Zellla¨ngen dieser Arten liegen etwa zwischen 40 µm (D. sacculus) und
90µm (D. caudata), gemessen nach den von Reguera et al. (2014) vero¨ffentlichten
Mikroskopieaufnahmen. Die gro¨ßte mit einem DSP-Event verbundene Dinophysis-
Art ist D. miles mit einer Zellla¨nge von mehr als 150 µm (Reguera et al., 2014),
welche jedoch nicht im Schwarzem Meer verbreitet ist (Morton et al., 2009).
Die Produktion von Yessotoxin wird den Dinoflagellaten Protoceratium reticulatum,
Lingulodinium polyedrum und Gonyaulax spinifera zugesprochen (Paz et al., 2008),
welche allesamt bereits im Schwarzen Meer gefunden wurden (Go´mez & Boicenco,
2004). Dabei ist P. reticulatum mit einer La¨nge von 28-43 µm und einer Breite von
25-35µm der kleinste Vertreter der YTX-Produzenten, gefolgt von G. spinifera (L:
24-50µm, B: 30-40µm) und L. polyedrum (L: 40-54 µm, B: 37-53µm) (Paz et al.,
2008). Die im Vergleich zu den PTX-Werten außergewo¨hnlich hohen YTX-Werte
deuten auf eine Blu¨te der drei genannten Arten hin.
Bei Betrachtung der PTX- und YTX-produzierenden Dinoflagellaten ist zu erken-
nen, dass keine der Arten gro¨ßer als 200 µm ist. Dennoch wurden in der >200 µm-
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Fraktion erhebliche Toxinkonzentrationen nachgewiesen. Dies la¨sst sich durch Trans-
portvektoren erkla¨ren, d.h. dass heterotrophe Organismen der na¨chstho¨heren Tro-
phiestufe sich von jenen toxinproduzierenden Dinoflagellaten erna¨hren und damit die
Toxine aufnehmen. Auf der Suche nach den Produzenten der Azaspirosa¨ure beschrei-
ben Krock et al. (2009) beispielsweise das Auftreten des Wimpertierchens Favella
Ehrenbergii, welches zusammen mit einem hohen AZA-1-Gehalt in der 50-200µm-
Fraktion vorkam. Durch nachfolgende Experimente und Versuche stellte sich jedoch
heraus, dass F. Ehrenbergii sich von den eigentlichen AZA-Produzenten erna¨hrte
und dementsprechend als Transportvektor diente.
Bei der weiteren Analyse der Toxindaten fa¨llt auf, dass PTX-2 und PTX-1 in der 50-
200µm-Fraktion anna¨hernd im Verha¨ltnis 1:1 auftraten, wa¨hrend der PTX-2-Anteil
in der 20-50 µm-Fraktion deutlich dominierte. Diese Tatsache ko¨nnte mit dem Auf-
treten zwei verschiedener PTX-Produzenten erkla¨rt werden: Wa¨hrend Vertreter der
kleineren Arten, beispielsweise D. sacculus oder D. acuminata, sowohl in der 50-
200µm- als auch in der 20-50µm-Fraktion auftreten wu¨rden, tra¨ten Vetreter der
gro¨ßeren Arten, beispielsweise D. akuta oder D. caudata, gro¨ßtenteils in der 50-
200µm-Fraktion auf. Durch die Produktion von PTX-2 durch eine der kleineren
Arten und die Produktion von PTX-1 durch eine der gro¨ßeren Arten ließe sich die
entsprechende Verteilung erkla¨ren. Die taxonomische Auswertung der Planktonpro-
ben wird zeigen, ob und in welcher Anzahl jene Arten in den Proben vorhanden
waren.
Zur Verteilung der Toxinvorkommen bezu¨glich der einzelnen Stationen la¨sst sich klar
festhalten, dass an ku¨stennahen Standorten deutlich ho¨here Werte detektiert wur-
den. Dabei sind vor allem die Stationen 78 und 79 hervorzuheben, an denen bei allen
drei Fraktionen u¨berdurchschnittlich hohe YTX-Gehalte vorlagen. In den >200 µm-
und 20-50 µm-Fraktionen liegen an diesen Stationen sogar maximale Gehalte vor.
An solchen ku¨stennahen Gebieten wird Algenwachstum besonders durch Inland-
seinflu¨sse wie beispielsweise erho¨hten Na¨hrstoffeintrag begu¨ngstigt (Meyer-Reil &
Ko¨ster, 2000). Hohe Pectenotoxin-Gehalte konnten in den kleineren Fraktionen bei-
spielsweise an den Stationen 35, 42 und 47 detektiert werden. Die Entfernung zur
Ku¨ste ist bei diesen im Vergleich zu den vorher genannten Stationen jedoch relativ
groß. Jedoch liegt an diesen Stationen eine geringe Tiefe von maximal etwa 250 m
vor (vgl. Abbildung 11), sodass die großen Na¨hrstoffeintra¨ge bezogen auf ein relativ
niedriges Wasservolumen immer noch hohe Einflu¨sse haben ko¨nnen.
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3.1.3 Azaspirosa¨uren
Die Extrakte der AZA-Filter wurden mittels Flu¨ssigkeitschromatographie aufge-
trennt und mit Tandem-Massenspektrometrie unter Verwendung der gegebenen SRM-
Methode gemessen (vgl. Abschnitt 2.4.3). Die Identifikation erfolgte u¨ber die spezifi-
schen U¨berga¨nge sowie den Vergleich der Retentionszeit mit dem gemessenen AZA-
1-Standard, welcher auch zur Quantifzierung verwendet wurde. In keiner der 79
AZA-Proben konnten Azaspirosa¨uren nachgewiesen werden. Die mittels des AZA-1
Standards nach Formel 1 berechnete Nachweisgrenze liegt bei 0,608 pg/µl, was nach
Formel 4 in etwa 46 bis 247 pg/l Meerwasser entspricht, je nach Volumen des filtrier-
ten Wassers.
Bisher wurden Azaspirosa¨uren in bulgarischen Gewa¨ssern lediglich innerhalb der
normalen Untersuchungen zu lipophilen Toxinen untersucht, sowohl in Muschel-
fleisch als auch in Planktonproben, die mittels Planktonnetz genommen wurden. Da-
bei konnten jedoch keine Azaspirosa¨uren detektiert werden (Peteva et al., 2018c,d).
Durch die geringe Gro¨ße der AZA-produzierenden Arten der Amphidomataceae wie
beispielsweise Azadinium spinosum (Tillmann et al., 2009), Azadinium poporum
(Tillmann et al., 2011) und Amphidoma languida (Tillmann et al., 2012a) ist eine
Probennahme mittels normalen Planktonnetzes mit einer Maschenweite von 20 µm
jedoch nicht sinnvoll. Daher wurde in diesem Versuch mit dem Wasser des CTD-
Wasserscho¨pfers gearbeitet. Dieses wurde aus drei verschiedenen Tiefen vereinigt
und schließlich u¨ber einen 3 µm Membran-Polycarbonat-Filter filtriert. Mit dieser
Methode wurden die gesuchten AZA-produzierenden Zellen auf dem Filter akkumu-
liert, wodurch die Sensitivita¨t gegenu¨ber eines normalen Netzzugs deutlich gesteigert
werden konnte. Dennoch konnten keine Azaspirosa¨uren nachgewiesen werden. Dies
kann verschiedene Gru¨nde haben: Entweder waren zur Zeit der Untersuchung nur
wenige bis keine Vertreter der Amphidomataceae im Schwarzen Meer vorhanden,
oder aber es waren nur solche Vertreter, welche entweder generell (z.B. Azadinium
polongum (Tillmann et al., 2012b)) oder aufgrund ihres Ribotyps keine Azaspirazide
produzieren (z.B. ein Ribotyp von Az. spinosum aus Argentinien (Tillmann et al.,
2019)).
Laut Tillmann et al. (2014) gibt es zwar einen Eintrag in der Black Sea Phyto-
plankton Check List, welcher das Auftreten von Az. spinosum im Schwarzen Meer
besta¨tigt, allerdings ist die angegebene Seite aus unbekannten Gru¨nden nicht mehr
erreichbar (http://phyto.bss.ibss.org.ua/wiki/Azadinium spinosum). Die von Go´mez
& Boicenco (2004) vorgelegte Phytoplankton-Checkliste wurde vor der Entdeckung
der Azaspirosa¨uren-produzierenden Dinoflagellaten vero¨ffentlicht. Weitere Quellen,
wie beispielsweise der 2019 erschienene Black Sea - State of the Environment Re-
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port 2009-2014/5 (BSC, 2019), besta¨tigen zwar das Vorhandensein anderer toxischer
Dinoflagellaten wie beispielsweise Vertreter der Gattung Gymnodinium, jedoch wer-
den Azadinium- und Amphidoma-Arten nicht gelistet. Die Verbreitung jener Arten
im Schwarzen Meer ist dennoch durchaus mo¨glich, da im geografisch angrenzenden
o¨stlichen Mittelmeer bereits AZA-produzierende Amphidomataceae nachgewiesen
werden konnten (Luo et al., 2018). Auch wenn u¨ber den Bosporus deutlich mehr
leichtes, salzarmes Oberfla¨chenwasser aus dem Schwarzen Meer hinaus fließt (ca.
600 km3/Jahr), fließt dennoch eine erhebliche Menge schweres, salzreiches Wasser
von dem Mittelmeer in das Schwarze Meer (ca. 300 km3/Jahr) (O¨zsoy & U¨nlu¨ata,
1997). U¨ber diese Wassermassen ko¨nnten die im Atlantik und Mittelmeer vorkom-
menden Amphidomataceae schließlich in das isolierte Schwarze Meer vorgedrungen
sein. Die taxonomische Auswertung der Planktonproben wird zeigen, ob und in
welcher Anzahl diese Arten zum Zeitpunkt der Probennahme auftraten. Außerdem
ha¨tten die DNA-Filter, welche wa¨hrend der Ausfahrt vorbereitet wurden (vgl. Ab-
schnitt 2.1.1), weiter bearbeitet und mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (engl. po-
lymerase chain reaction, PCR) auf das Vorhandensein verschiedener Amphidoma-
taceae-DNA getestet werden ko¨nnen. Dies wurde aufgrund fehlender Zeit und den
negativen Ergebnissen der AZA-Messungen jedoch nicht durchgefu¨hrt.
3.2 Amphidinol-Methodenentwicklung
Die Arbeit hatte das Ziel, eine LC-MS/MS-basierte Methode zur Detektion, Iden-
tifizierung und Quantifizierung von Amphidinolen zu entwickeln. Der fu¨r Anwen-
dungen dieser Art bevorzugte Scanmodus ist der
”
Selected Reaction Monitoring“-
Modus (SRM-Modus). Des Weiteren sollte eine Methode entwickelt werden, welche
auf den Grundlagen der SRM-Methode basiert und die Detektion bisher unbekann-
ter Amphidinole ermo¨glicht. Die dafu¨r bevorzugten Scanmodi sind, je nach gege-
benen Umsta¨nden, der Vorla¨uferionen-Scan (
”
Precursorion“-Scan, Prec-Scan) oder
der Neutralverlust-Scan (
”
Neutralloss“-Scan, NL-Scan). Potentielle auf diese Weise
neu entdeckte Amphidinole ko¨nnten anschließend u¨ber ihre Produktionen-Spektren
charakterisiert und als Amphidinole besta¨tigt werden, worauf sie ebenfalls in die
SRM-Methode einbezogen und quantifiziert werden ko¨nnten.
Die Methodenentwicklung la¨sst sich grob in zwei separate Abschnitte unterteilen.
Der erste Abschnitt hatte das Ziel, durch Literaturrecherche Informationen u¨ber
das grundlegende Verhalten von Amphidinolen zu erlangen. Dazu za¨hlte vor allem
die Untersuchung von Aufbau, Ionisierung und Fragmentierung der einzelnen Am-
phidinole. Die anhand der Literaturinformationen aufgestellten Hypothesen wurden
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durch anschließende Experimente mit dem vorliegenden Luteophanol-D-Standard
und den spa¨ter in den Algenproben entdeckten Toxinen verifiziert. Wa¨hrenddessen
bestand der zweite Teil der Methodenentwicklung in der Optimierung der mess-
technischen Parameter, also den Einstellungen, mit denen das Chromatographie-
und Massenspektrometersystem betrieben wurden. So handelt es sich beispielsweise
bei Eluentenzusammensetzung, Gradient und Kollisionsenergie um Parameter von
gro¨ßter Wichtigkeit, welche u¨ber den Erfolg oder Misserfolg der Messungen entschei-
den ko¨nnen.
Die erlangten Informationen u¨ber das grundlegende Verhalten der Amphidinole wur-
den schließlich mit den optimierten messtechnischen Parametern kombiniert, um eine
funktionierende SRM- und anschließende Prec-/NL-Methode zu entwickeln.
3.2.1 Adduktbildung von Amphidinolen
Die Adduktbildung ist Teil der Ionisierung und tritt ha¨ufig bei der Elektrospray-
Ionisierung (ESI) auf (Kruve et al., 2013). Je nach Moleku¨lstruktur, Eluent und
ESI-Parameter werden verschiedene Ionen und Addukte in unterschiedlichem Aus-
maß gebildet, wobei im positiven Ionisierungsmodus Natrium, Kalium und Ammo-
niumaddukte am ha¨ufigsten beobachtet werden (Cech & Enke, 2001). Ausgehend
davon kann sich die Sensitivita¨t, mit der ein Analyt gemessen wird, je nach auftre-
tender Addukte stark unterscheiden. Um eine mo¨glichst hohe Sensitivita¨t erreichen
zu ko¨nnen, wurde daher die Adduktbildung von Amphidinolen unter den gegebenen
Bedingungen und Einstellungen untersucht.
In der Literatur wurden von verschiedenen Autoren mehrere Addukte von Amphi-
dinolen gefunden und gemessen. So wurden beispielsweise zur Identifizierung von
Amphidinol A das Natriumaddukt (+Na) (Cutignano et al., 2017), von Amphi-
dinol 20 das Wasserstoffaddukt (+H) (Satake et al., 2017) und von Amphidinol
22 das Ammoniumaddukt (+NH4) (Mart´ınez et al., 2019) gemessen. Eine Aussa-
ge, warum jeweils die entsprechenden Addukte vermessen wurden, wurde in diesen
Fa¨llen nicht geta¨tigt. Fu¨r eine alle Amphidinole einschließende Messmethode ist es
jedoch wichtig, sich auf eine Adduktform zu fokussieren. Dies sollte vorzugsweise
jene Adduktform sein, welche in ho¨chster Abundanz auftritt und damit eine hohe
Sensitivita¨t ermo¨glicht.
Zur Untersuchung der Adduktbildung von Amphidinolen wurde der vorliegende Lu-
teophanol D Standard im
”
Selected Ion Recording“-Modus (SIR) gemessen. Es wur-
de nach den H-, NH4-, Na- und K-Addukten gescannt und die Intensita¨ten mitein-
ander verglichen, sodass Aussagen u¨ber die Ha¨ufigkeit der auftretenden Addukte
mo¨glich waren. Die folgende Abbildung 15 zeigt, dass das Natriumaddukt deutlich
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am ha¨ufigsten gebildet wurde. Das Vorhandensein der Natriumionen, welche zur
Natriumadduktbildung beno¨tigt werden, la¨sst sich mit der Verwendung von Mess-
zylindern und Schottflaschen aus Glas erkla¨ren. Aus diesen lo¨sen sich in der Regel
Natriumionen, sodass eine Konzentration in der Gro¨ßenordnung von 10-6 M in den
Lo¨sungen vorliegen kann. Außerdem ko¨nnen niedrige Salzkonzentrationen selbst in
Lo¨semitteln auftreten, die eine fu¨r die Analytik zertifizierte Reinheit besitzen (Cech
& Enke, 2001). Daru¨ber hinaus wurden die von Krock et al. (2018) gemessenen
und strukturell eng mit den Amphidinolen verwandten Karlotoxine wegen fehlen-
der Wasserstoffaddukte ebenfalls als Natriumaddukte qualifiziert und quantifiziert.
Aufgrund der ho¨chsten Abundanz des Natriumadduktes und der damit verbundenen
maximal erreichbaren Sensitivita¨t wurde dieses stets fu¨r nachfolgende Berechnun-
gen, Untersuchungen und Messungen verwendet.
Abbildung 15. Adduktbildung von Luteophanol D. Das mit Abstand ha¨ufigste Addukt ist
das Natriumaddukt, sodass dieses fu¨r nachfolgende Berechnungen, Untersuchungen und
Messungen verwendet wurde.
3.2.2 Typische Fragmentierung von Amphidinolen
Fu¨r die massenspektrometrische Untersuchung von Mokeku¨len sind Fragmentierun-
gen und Fragmentierungsschemata von entscheidender Bedeutung. Mit ihnen la¨sst
sich aufzeigen, in welche Fragmente das Moleku¨lion nach dem Aufenthalt in der
Kollisionszelle zerfa¨llt. Jede Substanz zeigt fu¨r sich spezifische Fragmente, anhand
dessen sie eindeutig identifiziert werden kann. Dabei zeigen a¨hnliche Substanzen,
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die in u¨bergeordneten Gruppen zusammengefasst werden, auch a¨hnliche Fragmen-
te. Dementsprechend kann auch fu¨r eine Substanzgruppe wie die der Amphidino-
le ein Fragmentierungsschema erarbeitet werden. Die Gemeinsamkeiten innerhalb
der Fragmentierungsschemata stellen schließlich eine Grundvoraussetzung fu¨r die
spa¨tere Entwicklung der SRM- und Prec-/NL-Methoden dar.
Zuna¨chst wurden die verfu¨gbaren Massenspektren und Fragmentierungsschemata
aus der Literatur gesammelt und miteinander verglichen. Auf der Suche nach ei-
nem entscheidenden Merkmal, welches alle Spektren gemeinsam haben und somit
die Gruppe der Amphidinole charakterisiert, wurde ein Bindungsbruch zwischen
zwei Hydroxylgruppen nahe Tetrahydropyranring B entdeckt. Dieser Bruch wird in
Abbildung 16 am Beispiel des Produktionen-Spektrums von Amphidinol 21, aufge-
nommen von Satake et al. (2017), gezeigt.
Abbildung 16. Produktionen-Spektrum und entsprechendes Fragmentierungsschema von
Amphidinol 21. Der bei allen Amphidinolen auftretende Bindungsbruch ist rot markiert.
Ausgehend von diesem Bruch wurde eine neue Kohlenstoffnummerierung vorgeschlagen.
Modifizierte Darstellung nach Satake et al. (2017).
Der Bruch tritt bei allen Amphidinolen, welche bisher in der Literatur durch ein
Produktionen-Spektrum beschrieben wurden, immer zwischen den gleichen Kohlen-
stoffatomen auf. Da die Kohlenstoffatome in der Literatur jedoch immer vom Ende
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des hydrophilen Arms aufsteigend bis zum Ende des lipophilen Arms nummeriert
werden und die Arme stets unterschiedlich lang sind, kann der gefundene Bindungs-
bruch nicht fu¨r alle Amphidinole einheitlich beschrieben werden. Daher wurde im
Rahmen dieser Arbeit eine neue Kohlenstoffnummerierung vorgeschlagen, welche die
zwei Kohlenstoffatome beim Bindungsbruch als C-1’ und C-1 bezeichnet (siehe Ab-
bildung 16). Von diesen Atomen wird die Nummerierung jeweils zum Ende des lipo-
philen (C-1’) bzw. hydrophilen Arms (C-1) fortgefu¨hrt. Am Beispiel von Amphidinol
21 stellt der Teil C-1’ bis C-22’ den lipophilen Arm und den ersten Tetrahydropyran-
ring dar, wa¨hrend der Teil C-1 bis C-64 den zweiten Tetrahydropyranring, den Groß-
teil der verbindenden C6-Kette und den hydrophilen Arm beinhaltet. Der Grund fu¨r
das hohe Auftreten dieses C-1’/C-1-Bindungsbruchs la¨sst sich nur mutmaßen. Tabel-
le 9 zeigt, dass die durchschnittliche Bindungsenergie zwischen Kohlenstoffatomen
innerhalb der in Amphidinolen vorkommenden Atombindungen am geringsten ist.
Dabei ist zu beachten, dass die in der Tabelle gezeigten Werte nicht die korrekten
Bindungsenergien innerhalb eines Moleku¨ls darstellen, da die vorkommenden Atom-
bindungen zusa¨tzlich von allen umliegenden Atomen beeinflusst werden. Trotzdem
ko¨nnen die gegebenen Bindungsenergien als Anhaltspunkt dienen und zeigen, dass
wahrscheinlich ein Bindungsbruch zwischen zwei Kohlenstoffatomen den abundan-
testen Peak darstellt. Solche C–C-Bindungen kommen in Amphidinolen jedoch sehr
ha¨ufig vor und der C-1’/C-1-Bindungsbruch mu¨sste nicht zwangsweise den ho¨chsten
Peak generieren. Daher liegt es nahe, dass die benachbarten Atome und Bindungen
den genannten Bindungsbruch begu¨nstigen. Dazu geho¨ren die gegenu¨berliegenden
vicinalen Hydroxylgruppen an C-1’ und C-1, der Tetrahydropyranring B (ab C-2’)
und die Doppelbindung zwischen C-2 und (im Fall von Amphidinol 21, Abbildung
16) C-65. Solch eine Doppelbindung zwischen Kohlenstoffatomen ist bei den Am-
phidinolen einzigartig und wird, gemeinsam mit den genannten Hydroxylgruppen
und der Ringstruktur, wahrscheinlich fu¨r die hohe Abundanz des C-1’/C-1-Bruches
verantwortlich sein.
Tabelle 9. Durchschnittliche Bindungsenergien der bei Amphidinolen vorkommenden
Atombindungen. Angepasst nach Zumdahl (1999).
Vorkommende
Atombindung
durchschnittliche
Bindungsenergie
[kJ mol-1]
C–C 347
C–H 413
C–O 358
C=C 614
O–H 467
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Nachdem ein gemeinsames Merkmal aller Produktionen-Spektren der in der Litera-
tur beschriebenen Amphidinole gefunden wurde, wurde der vorhandene Luteophanol-
D-Standard ebenfalls im Produktionen-Scan gemessen. Von diesem Moleku¨l sind in
der Literatur keine Massenspektren vorhanden. Der C-1’/C-1-Bindungsbruch wu¨rde
bei Luteophanol D ein Fragment mit einer Gro¨ße von 903,53 Da erzeugen, weshalb
ein solches Fragment in hoher Abundanz erwartet wurde. Eine Messung mit hoch-
auflo¨sender Massenspektrometrie sollte zudem Aufschluss u¨ber die weiteren Frag-
mente geben. Abbildung 17 zeigt jene Messung und daran das Fragmentierungssche-
ma von Luteophanol D.
Abbildung 17. Produktionen-Spektrum und entsprechendes Fragmentierungsschema von
Luteophanol D. Fragmente, welche im hydrophilen Arm entstehen, brechen erneut an
dem durch Literaturrecherche bekannten C-1’/C-1-Bindungsbruch, wodurch sogenannte
Paarfragmente entstehen. Diese besitzen stets eine Differenz von 426 Da.
Das erwartete Fragment mit 903,53 Da hat wie erwartet die ho¨chste Abundanz. (An
dieser Stelle sei angemerkt, dass sich alle dargestellten Spektren auf einfach geladene
Moleku¨le beziehen, wodurch das in den Massenspektren angegebene Masse zu La-
dungsverha¨ltnis (m/z) gleichbedeutend mit der Einheit Dalton (Da) ist. Im weiteren
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Teil der Arbeit werden die Fragmente aus den Massenspektren stets mit der Einheit
Dalton bezeichnet.) Anhand der anderen auftretenden Peaks konnte außerdem fest-
gestellt werden, dass alle Fragmente, welche im hydrophilen Arm entstehen, noch
einmal an besagter C-1’/C-1-Bindung brechen. Dadurch entstehen zwei Fragmente,
die im Fall von Luteophanol D eine Differenz von 426 Da aufweisen. Diese Fragmente
werden im Folgenden als Paarfragmente bezeichnet. Die Paarfragmente und deren
Wasserabspaltungen (−18 Da) stellen den Großteil der abundanten Peaks im Mas-
senspektrum dar (Abbildung 17). Das Fragment mit der Masse von 449 Da entsteht
ebenfalls durch den C-1’/C-1-Bindungsbruch, stellt jedoch den Teil vom C-1’-Atom
bis zum Ende des lipophilen Arms dar.
Abweichungen von der typischen Fragmentierung
Bei der Analyse der Massenspektren aus der Literatur konnten einige Amphidinole
gefunden werden, die sich nicht nach dem zuvor vorgestellten Fragmentierungsmus-
ter verhielten. Fu¨r die letztendliche Entwicklung der SRM- und Prec-/NL-Methoden
ist das Versta¨ndnis, warum diese Fragmentierungsmuster von denen typischer Am-
phidinole abweichen, besonders wichtig.
Die vorliegenden Massenspektren zu den Amphidinolen 18 und A und deren sulfa-
tierten Derivaten Amphidinol 19 und B zeigen, dass das Fragment aus dem C-1’/C-
1-Bindungsbruch nur in sehr geringer Abundanz auftaucht (siehe Abbildung 18).
Das zusa¨tzliche Erscheinen von drei anderen hochabundanten Peaks unterscheidet
diese Spektren stark von denen anderer Amphidinole, weshalb die Spektren und
beschriebenen Fragmentierungsschemata der Amphidinole 18, 19, A und B genauer
untersucht wurden. Von diesen vier Amphidinolen ist lediglich ein Fragmentierungs-
schema zu Amphidinol 18 verfu¨gbar, welches von Nuzzo et al. (2014) vorgelegt wur-
de (Abbildung 18). Da sich Amphidinol 18 jedoch nur durch geringe Abweichungen
in dem lipophilen Teil von Amphidinol A unterscheidet und Amphidinol 19 und
Amphidinol B die jeweiligen sulfatierten Formen darstellen, kann das Fragmentie-
rungsschema von Amphidinol 18 repra¨sentativ fu¨r die anderen drei Amphidinole
verwendet werden (vgl. Anlage 2, Abbildung 45).
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Abbildung 18. Produktionen-Spektrum und entsprechendes Fragmentierungsschema von
Amphidinol 18 nach Nuzzo et al. (2014). Das am C-1’/C-1-Bruch entstehende Fragment
mit 963 Da tritt im Vergleich zu anderen Amphidinolen nur in geringer Abundanz auf.
Andere hochabundante Peaks stellen einen weiteren Unterschied zu anderen bekannten
Spektren dar.
In diesem Schema wird gezeigt, dass Bindungsbru¨che neben der von zwei Hydroxyl-
gruppen flankierten Carbonylgruppe, welche ein besonderes Merkmal dieser vier Am-
phidinole darstellt, zu zwei der drei hochabundanten Fragmenten fu¨hren (1163 Da
und 1105 Da). Das dritte hochabundante Fragment mit 687 Da wird hier mit einem
C-11/C-12-Bindungsbruch erkla¨rt. Im Folgenden wird jedoch bewiesen, dass der
Peak mit 687 Da sowie ein weiterer weniger abundante Peak nicht zu den hier be-
schriebenen Fragmenten geho¨ren. Durch die richtige Zuweisung dieser Peaks konnte
das Fragmentierungsschema von Amphidinolen mit Carbonylgruppe neu und kor-
rekt beschrieben werden.
Fu¨r die Beschreibung des neuen Fragmentierungsschemas wurde mit den hochauf-
gelo¨sten Massen gearbeitet, welche im Spektrum zu Amphidinol 18 angegeben sind
(Abbildung 18). Es konnte zuna¨chst festgestellt werden, dass alle gemessenen ex-
akten Massen eine extrem hohe Abweichung zu den berechneten exakten Massen
aufweisen. Ein deutliches Beispiel ist das Moleku¨lion von Amphidinol 18 mit der
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Summenformel C71H122Na
+O24, welches eine berechnete Masse von 1381,8218 Da
aufweist. Die gemessene Masse liegt hingegen bei 1381,7755 Da und zeigt damit eine
extrem hohe Abweichung von 33,506 ppm. Das Fragment des bekannten Bindungs-
bruchs C-1’/C-1 weist eine berechnete Masse von 963,5863 Da auf, die gemessene
Masse liegt jedoch bei 963,5534 Da, wodurch sich erneut eine sehr hohe Abwei-
chung von 34,143 ppm ergibt. Unterschiede zwischen berechneter und gemessener
Masse von etwa 30 ppm lassen sich bei allen Massen dieser Messung nachweisen,
was auf eine schlechte Kalibrierung des Gera¨ts oder eine schlechte Auflo¨sung schlie-
ßen la¨sst (J. Tebben, pers. Mitteilung). Dies zeigt jedoch, dass hohe Abweichungen
von rund 30 ppm in dieser Messung normal sind und kein Ausschlusskriterium fu¨r
erwartete Summenformeln sind. Folgende Tabelle 10 zeigt, dass die Zuordnungen
des Moleku¨lpeaks und der Peaks mit einer Masse von 1163,6303 Da, 1105,5908 Da
und 963,5543 Da zu den beschriebenen Fragmenten innerhalb der erwarteten Abwei-
chungen liegen und als korrekt angesehen werden ko¨nnen. Die Peaks mit den Massen
745,4083 Da und 687,3693 Da fallen jedoch weit aus diesem Muster heraus. Die Ab-
weichungen zwischen gemessener und berechneter Masse liegen in diesen Fa¨llen bei
83,974 ppm bzw. 139,789 ppm. Diese hohen Abweichungen sind mit schlechter Ka-
librierung nicht zu erkla¨ren und zeigen, dass es sich nicht um die von Nuzzo et al.
beschriebenen Fragmente handeln kann.
Tabelle 10. Berechnete und gemessene Massen ausgewa¨hlter Peaks aus dem Produktionen-
Spektrum von Amphidinol 18
Gemessene
Masse [Da]
Berechnete
Masse [Da]
Abweichung
[Da]
Abweichung
[ppm]
1381,7755 1381,8218 0,0463 33,506
1163,6303 1163,6700 0,0397 34,116
1105,5908 1105,6282 0,0374 33,827
963,5534 963,5863 0,0329 34,143
745,4083 745,4709 0,0626 83,974
687,3693 687,4654 0,0961 139,789
Ein erneuter Blick auf das Massenspektrum mit Fokus auf den genannten sechs
Massen ergab, dass es sich bei diesen um die vorher beschriebenen Paarfragmente
handeln ko¨nnte. So ist die Differenz von 1381,8 Da und 963,6 Da, 1163,6 Da und
745,4 Da sowie von 1105,6 Da und 687,4 Da (alle Werte gerundet) stets gleich und
betra¨gt im Mittelwert 418,2219 Da. Sowohl das Moleku¨lion als auch die 1163- und
1105-Fragmente verlieren also ein neutrales Teil mit der Masse von 418,2219 Da.
Diese Masse deutet mit einer Abweichung von 32,610 ppm auf die Summenformel
C24H34O6 hin. Es handelt sich um den Neutralverlust beim zuvor erwa¨hnten C-
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1’/C-1-Bindungsbruch zwischen den Hydroxylgruppen bei Tetrahydropyranring B,
welcher auch bei anderen Amphidinolen zu den abundantesten Peaks fu¨hrt. Das
bedeutet, dass an diesem Bindungsbruch drei unterschiedlich schwere Fragmente
entstehen (963 Da, 745 Da, 687 Da), je nach Masse des Vorga¨ngerfragments (1381 Da,
1163 Da, 1105 Da). Um dies zu u¨berpru¨fen, wurden die exakten Massen der auf
diese Weise neu entstehenden Fragmente berechnet und mit den gemessenen Massen
verglichen. Es wurde erwartet, dass die Unterschiede bei ca. 33 ppm liegen, wie es
ebenfalls bei den anderen gezeigten Massen der Fall war.
Tabelle 11. Berechnete und gemessene Massen der vermuteten Fragmente von Amphidinol
18
Gemessene
Masse [Da]
Berechnete
Masse [Da]
Abweichung
[Da]
Abweichung
[ppm]
745,4083 745,4345 0,0262 35,147
687,3693 687,3926 0,0233 33,896
Wie in Tabelle 11 zu erkennen ist, stimmen die gemessenen Massen mit den be-
rechneten Massen der neu vermuteten Fragmente u¨berein (Abweichung 33-35 ppm),
wodurch die neuen Fragmente besta¨tigt werden konnten. Abbildung 19 zeigt zu-
sammenfassend das neu vorgestellte Fragmentierungsschema, erga¨nzt um die vorher
falsch zugeordneten Fragmente.
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Abbildung 19. Neu vorgestelltes Fragmentierungsschema von Amphidinol 18. Die Frag-
mente mit den Massen von 687 Da und 745 Da sind 418 Da leichter als die Fragmente mit
den Massen von 1105 Da und 1163 Da. Dementsprechend handelt es sich um Paarfragmen-
te. Die vorherige Zuweisung der 687er- und 745er-Fragmente ist rot dargestellt.
Es wurde davon ausgegangen, dass die anderen Amphidinole mit Carbonylgruppe
(Amphidinol 19, A, B) ebenfalls nach diesem neu vorgestellten Muster fragmentie-
ren. Um dies zu besta¨tigen wurde das hochaufgelo¨ste Produktionen-Spektrum von
Cutignano et al. (2017) zu Amphidinol A untersucht. Die gemessenen exakten Mas-
sen wurden sowohl mit den berechneten Massen des neuen als auch mit denen des
alten Fragmentierungsschemas verglichen. Die in Tabelle 12 dargestellten Ergebnisse
zeigen bei den Fragmenten nach altem Schema enorme Abweichungen von 50 ppm
bzw. 107 ppm, wa¨hrend die nach neuem Schema beschriebenen Fragmente lediglich
typische Abweichungen von 1,6 ppm bzw. 1,4 ppm zeigen. Hiermit konnte das neue
Fragmentierungsschema erneut besta¨tigt werden. Das Fragmentierungsschema von
Amphidinolen mit Carbonylgruppe unterscheidet sich im Vergleich zu dem Frag-
mentierungsschema von anderen Amphidinolen wie beispielsweise Luteophanol D
(Abbildung 17) also lediglich in der Intensita¨t der neben der Carbonylgruppe ent-
stehenden Fragmente. Statt einem entstehen in der Regel mehrere hochabundanter
Peaks, welche sich jedoch auf a¨hnliche Bindungsbru¨che zuru¨ckfu¨hren lassen.
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Tabelle 12. Berechnete und gemessene Massen der Fragmente von Amphidinol A nach
neuem und altem Fragmentierungsschema
Gemessene
Masse [Da]
Fragment
nach
Berechnete
Masse [Da]
Abweichung
[Da]
Abweichung
[ppm]
745,4333
altem Schema 745,4709 0,0376 50,438
neuem Schema 745,4345 0,0012 1,610
687,3916
altem Schema 687,4654 0,0738 107,351
neuem Schema 687,3926 0,0010 1,455
3.2.3 Messtechnische Parameter
Letztendlich wurde eine Methode erstellt, welche die besten Ergebnisse der Untersu-
chungen der einzelnen Parameter aus Abschnitt 2.4.4 vereint. Die messtechnischen
Parameter sind von gro¨ßter Wichtigkeit und tragen maßgeblich zum Erfolg der Am-
phidinolmessungen bei.
Bei dem Chromatographie-System handelte es sich um ein UPLC-System von Wa-
ters mit einer Purospher®STAR RP-18 endcapped (2 µm) Hibar® HR 50-2.1 UPLC-
Sa¨ule. Im Vergleich zu herko¨mmlichen HPLC-Systemen liegt der Vorteil von UPLC-
Systemen in einer Verringerung der Trenndauer bei anna¨hernd gleichbleibender
Auflo¨sung. Gerade bei der Methodenentwicklung ist dies von Vorteil, um schnell auf
auftretende Probleme reagieren zu ko¨nnen, indem Parameter angepasst werden. Es
ko¨nnen eine Vielzahl verschiedener Optionen und Einstellungen in sehr kurzer Zeit
getestet werden. Die kurze Trenndauer bei anna¨hernd gleichbleibender Auflo¨sung
wird doch die Spezifikationen der Trennsa¨ule sichergestellt. Diese ist im Vergleich
zu anderen Sa¨ulen relativ kurz (50 mm statt beispielsweise 150 mm), wodurch die
Trenndauer zwar verringert wird, jedoch auch die Zahl der theoretischen Bo¨den
reduziert wird. Dies hat eine schlechte Auflo¨sung zur Folge. Um dieses Problem
auszugleichen, sind die Partikel, mit denen die Sa¨ule gepackt ist und als stationa¨re
Phase dienen, relativ klein (2µm statt beispielsweise 5 µm). Dieser entscheidende
Schritt ermo¨glicht eine Verdopplung der theoretischen Bo¨den und bringt somit eine
ausreichende Trennleistung bei niedriger Trenndauer (Merck Millipore, 2013).
Im na¨chsten Schritt wurden verschiedene Eluenten und Gradienten getestet. A¨hnlich
wie bei der Sa¨ulenwahl war auch hier das Ziel, eine ausreichende Trennung bei ge-
ringer Analysenzeit zu erreichen. Gewu¨nscht waren außerdem eine Glockenfunkti-
on nach Gauß mit minimaler Breite und maximaler Ho¨he. Außerdem sollten die
verschiedenen Amphidinole in einem relativ engen Zeitfenster eluieren. Dadurch
sollte sichergestellt werden, dass auch eventuell neu auftretende Amphidinole in
diesem Zeitfenster auftauchen. Dies ermo¨glichte die Programmierung sogenannter
Methoden-Events, welche das Eluat bis zu einer gewissen Zeit in den Abfall anstatt
56
3. Ergebnisse und Diskussion
in das Massenspektrometer leiten. Auf diese Weise sollte das Massenspektrome-
ter vor Verunreinigungen, welche oft am Anfang und Ende eines Laufs auftreten,
geschu¨tzt werden.
Fu¨r die Wahl des Eluenten standen zwei Paare zur Verfu¨gung. Beide Paare basierten
auf Wasser und Acetonitril, jedoch in unterschiedlichen Konzentrationen und ver-
setzt mit verschiedenen Additiven. Fu¨r die finalen Messmethoden wurde das spa¨ter
vorgestellte Eluentenpaar verwendet, bei dem statt 2 mM Ammoniumformiat und
50 mM Ameisensa¨ure 6,7 mM Ammoniak als Zusatz dienten. Außerdem war der Ace-
tonitrilanteil im Eluenten B bei diesem Eluentenpaar um 5 % geringer als beim zuerst
verwendeten Eluent B. Die Darstellung und Trennung der Peaks war unter beiden
Eluentenpaaren a¨hnlich, jedoch waren im ersten Versuch die Signalintensita¨ten ge-
ringfu¨gig niedriger. Dies liegt wahrscheinlich an dem starken Sa¨uregehalt und somit
niedrigen pH-Wert des ersten Eluentenpaares, was zu unerwu¨nschten Wechselwir-
kungen zwischen Analyt und Eluent fu¨hren kann (T. Max, pers. Mitteilung).
Im Hinblick auf den Gradienten zeigte sich, dass bei anfa¨nglichem Anteil von 70 %
Eluent A die Amphidinole die Sa¨ule u¨ber ein breites Zeitfenster verließen. So wur-
den beispielsweise Luteophanol D und Amphidinol B zwischen 0,4 min und 0,7 min
detektiert, wa¨hrend beispielsweise Amphidinol A und Lingshuiol A erst deutlich
spa¨ter zwischen 2,2 min und 2,6 min detektiert wurden. Fu¨r Amphidinol B la¨sst sich
dies mit der Tatsache begru¨nden, dass es sich um ein sulfatiertes Amphidinol han-
delt. Amphidinol 19, ein weiteres detektiertes und sulfatiertes Amphidinol, hatte
ebenfalls eine Retentionszeit von etwa 0,7 min. Die Sulfatgruppen erho¨hen die Pola-
rita¨t des Moleku¨ls, wodurch diese letztendlich weniger mit der unpolaren C18-Sa¨ule
interagieren und somit nach kurzer Zeit eluieren. Luteophanol D hingegen besitzt
keine Sulfatgruppe, ist aber am lipophilen Arm zweifach hydroxyliert, womit es sich
wesentlich von den deutlich spa¨ter erscheinenden Amphidinol A und Lingshuiol A
unterscheidet. Ein weiteres detektiertes Amphidinol, welches keine Sulfatgruppe be-
sitzt und trotzdem nach kurzer Zeit die Sa¨ule verließ, war Luteophanol B/C (eine
Unterscheidung der Substanzen ist aufgrund geringer Unterschiede nicht mo¨glich).
Dieses besitzt ebenfalls einen hydroxylierten lipophilen Arme, was wie eine Sulfat-
gruppe zur Erho¨hung der Polarita¨t und ku¨rzerer Verweildauer in der Sa¨ule fu¨hrt.
Fu¨r die finale Messmethode war allerdings gewu¨nscht, dass sich alle Amphidinole
innerhalb eines relativ engen Zeitfensters detektieren lassen. Um also die Retenti-
onszeiten der sta¨rker polaren Amphidinole so erho¨hen, wurde der anfa¨ngliche Anteil
von Eluent A von 70 % auf letztendlich 80 % erho¨ht. Durch den anfangs geringeren
Lo¨semittelanteil wurden die fru¨h detektierten Amphidinole nach hinten verschoben,
wa¨hrend sich die Retentionszeit der spa¨ter detektierten Amphidinole kaum a¨nderte.
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Somit konnten alle Amphidinole in einem Fenster wischen 2,0 min und 3,1 min de-
tektiert werden.
Da das Standardvolumen sehr begrenzt war und nicht kommerziell erwerblich ist,
musste mit diesem a¨ußerst sparsam umgegangen werden. Daher wurde das minimale
Injektionsvolumen untersucht, welches notwendig ist, um noch eindeutige Signale zu
erhalten. Diese Untersuchungen zeigten, dass 0,5 µl ausreichen, um den vorliegenden
Standard und die gegebenen Proben in guter Qualita¨t untersuchen zu ko¨nnen. Diese
geringe Menge spricht fu¨r eine hohe Sensitivita¨t der Methode.
Fu¨r die im vorherigen Abschnitt 3.2.2 erwa¨hnte Fragmentierung ist die Kollisions-
energie als wichtigster Parameter von besonderer Bedeutung. Wird diese zu hoch
angesetzt, werden im Spektrum lediglich sehr viele kleine Massen bis etwa 200 Da an-
gezeigt. Diese haben jedoch keine Aussagekraft und machen eine Identifizierung des
Moleku¨ls unmo¨glich. Wird die Kollisionsenergie anders herum zu niedrig angesetzt,
wird das Moleku¨lion nicht fragmentiert und eine genaue Identifizierung ist ebenfalls
unmo¨glich. In den zur Kollisionsenergie durchgefu¨hrten Versuchen konnte festge-
stellt werden, dass die Standardsubstanz Luteophanol D und damit ein Großteil der
existierenden Amphidinole mit einer Kollisionsenergie von 85 eV gut fragmentie-
ren. Dies bedeutet, dass das Moleku¨lion in ausreichender Intensita¨t vorhanden war,
jedoch nicht den ho¨chsten Peak darstellte. Außerdem war eine Wasserabspaltung
des Moleku¨lions detektierbar und Fragmente im unteren Massenbereich bis 200 Da
traten nicht auffa¨llig ha¨ufig auf. Um diese Ergebnisse fu¨r sulfatiere Amphidinole
und Amphidinole mit Carbonylgruppe generieren zu ko¨nnen, musste die Kollisions-
energie auf 75 eV verringert werden. Daraus la¨sst sich schließen, dass Sulfat- und
Carbonylgruppen insgesamt eine destabilisierende Wirkung auf die Struktur der
Amphidinole haben.
Die Scanrate gibt an, wie viele Massen pro Sekunde abgetastet werden. Fu¨r die
Produktionen-Methoden hat sich gezeigt, dass eine minimale Scanrate und dement-
sprechend maximale Scanzeit pro Masse die besten Ergebnisse liefert.
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3.2.4 Detektion von bekannten Amphidinolen mittels SRM
Bei dem
”
Selected Reaction Monitoring“-Modus (SRM) werden sogenannte U¨ber-
ga¨nge verwendet, um gesuchte Substanzen spezifisch nachweisen zu ko¨nnen. Ein
U¨bergang besteht dabei stets aus zwei Massen: Eine Ausgangsmasse (meist das Mo-
leku¨lion) und ein entsprechendes Fragmention, welches nach Fragmentierung der
Ausgangsmasse entsteht. Durch diese zwei Massen kann eine gesuchte Substanz
spezifisch identifiziert und mithilfe eines Standards ggf. quantifiziert werden. Ei-
ne SRM-Methode kann beliebig viele U¨berga¨nge enthalten und la¨sst das Massen-
spektrometer nur nach den beschriebenen Massen scannen, wodurch, je nach An-
zahl der U¨berga¨nge, eine sehr hohe Sensitivita¨t erreicht werden kann. Da fu¨r viele
Amphidinole kein Produktionen-Spektrum und dementsprechend keine Informatio-
nen u¨ber mo¨gliche Fragmentionen vorliegen, wurde mit dem bekannten C-1’/C-1-
Bindungsbruch gearbeitet (vorgestellt in Abschnitt 3.2.2). Dieser entsteht in der
hochkonservierten Teilstruktur, welche die Tetrahydropyranringe beinhaltet und so-
mit fu¨r alle Amphidinole vollkommen identisch ist. Mithilfe der bekannten Struktur-
formeln konnten an dieser Bruchstelle fu¨r alle Amphidinole Fragmentionen berechnet
werden. Dabei muss jedoch beachtet werden, dass eventuell sulfatierte Amphidiniole
stets zuerst die Sulfatgruppe verlieren, bevor die bekannte Fragmentierung eintritt.
Dies muss bei der Berechnung des Fragmentions mit einbezogen werden und wird
anhand eines Beispiels erla¨utert.
Das Natriumaddukt von Amphidinol 18 hat eine Masse von 1381,8 Da und ist nicht
sulfatiert. Es kann ein direkter Schnitt am C-1’/C-1-Bindungsbruch durchgefu¨hrt
werden und es entsteht ein Fragment mit einer Masse von 963,6 Da, wie es im
hochauflo¨senden Massenspektrum von Amphidinol 18 zu erkennen ist (Abbildung
19). Bei Amphidinol B hingegen handelt es sich um ein sulfatiertes Amphidinol.
Das zweifache Natriumaddukt hat eine Masse von 1463,8 Da. Ein direkter Schnitt
am Bindungsbruch zwischen den Hydroxylgruppen wu¨rde zu einem Fragment mit
der Masse 1064,5 Da fu¨hren. Ein dementsprechender Peak ist im folgenden hoch-
auflo¨senden Massenspektrum von Amphidinol B (Abbildung 20) jedoch nicht zu
sehen. Zuna¨chst wird die Sulfatgruppe abgespalten und ein Fragment mit der Masse
von 1343,8 Da entsteht. Bricht dieses Fragment nun an besagter C-1’/C-1-Bindung,
entsteht ein neues Fragment mit eine Masse von 945,6 Da. Dieses ist zum vorerst
berechneten Fragment 118,9 Da leichter. Fu¨r die Berechnung des Fragmentions zur
Erstellung der SRM-Methode war es dementsprechend wichtig, bei sulfatierten Am-
phidinolen stets eine Masse von 118,9 Da vom zuna¨chst berechneten Fragmention
zu subtrahieren. Die so fu¨r alle Amphidinole berechneten Fragmentionen und das
zugeho¨rige Moleku¨lion sind in Tabelle 13 dargestellt.
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Abbildung 20. Struktur von Amphidinol B und dazugeho¨riges Produktionen-Spektrum
von Amphidinol B nach Cutignano et al. (2017). Bei diesem sulfatierten Amphidinol
kommt es vor dem bekannten C-1’/C-1-Bindungsbruch zu einer Abspaltung der Sulfat-
gruppe. Erst dann entsteht das typische Fragmentierungsmuster.
Tabelle 13. Berechnete und fu¨r SRM verwendete Amphidinol-U¨berga¨nge
Name
Moleku¨lion
[Da]
Fragment-
ion [Da]
Name
Moleku¨lion
[Da]
Fragment-
ion [Da]
AM01 1512 974 AM20(S) 1653 1260
AM02 1398 1006 AM21 1798 1406
AM03 1350 932 AM22 1668 1330
AM04 1324 932 AMA 1362 964
AM05 1394 976 AMB 1442 946
AM06 1368 976 AMDG 1300 768
AM07 1254 742 CARE 1422 1030
AM09 1350 932 KARA 1480 1082
AM10 1296 904 KARB 1462 1064
AM11 1500 988 LPA 1278 754
AM12 1426 914 LPB 1344 904
AM13 1452 914 LPC 1344 904
AM14 1288 742 LPD 1330 904
AM15 1186 760 LS 1374 976
AM17 1306 816 LSA 1296 904
AM18 1382 964 LSB 1266 754
AM19 1462 946 SP 1266 754
AM20(M) 1346 904
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Nachdem zuna¨chst der Luteophanol D Standard erfolgreich mit der SRM-Methode
gemessen und deren Funktionalita¨t somit besta¨tigt wurde, wurden die anderen Pro-
ben mit jener Methode gemessen. Eine Quantifizierung blieb vorerst aus und erfolgte
in einer nachfolgenden Messung, in der auch die im Abschnitt 3.2.5 erwa¨hnten un-
bekannten Amphidinole quantifiziert wurden. Mit dem hier verwendeten SRM-Scan
konnten in 5 von 9 gemessenen Proben Amphidinole detektiert werden. Dies wa-
ren die Proben der Sta¨mme CCMP1314A, CCMP1314B, ACRN02, ACRN03 und
DN241EHU. In den Sta¨mmen AA39, AA40, AA60 und A01BR konnten keine Am-
phidinole detektiert werden. Um sicherzustellen, dass es sich bei evtl. auftretenden
Peaks tatsa¨chlich um die jeweiligen Amphidinole handelt, wurde von allen detek-
tierten Substanzen ein Produktionen-Spektrum aufgezeichnet. Diese sind im An-
hang (Anlage 3, Abbildung 46 bis 55) hinterlegt. Einige Substanzen wurden jedoch
nur in so geringer Abundanz festgestellt, dass eine sichere Bestimmung u¨ber das
Produktionen-Spektrum nicht mo¨glich war. Folgende Tabelle 14 zeigt die gefunde-
nen Amphidinole.
Tabelle 14. Durch SRM-Messung detektierte Amphidinole verschiedener Amphidinium
carterae Sta¨mme
Name
tR
[min]
CCMP-
1314A
CCMP-
1314B
ACRN02 ACRN03
DN241-
EHU
AM18 2,71 X X - - -
AM19 2,20 X X - - -
AM22 2,60 X X - - X
LPB/
LPC*
2,23 - - X - -
LPD 2,00 - - X X -
LSA 2,58 - - X X -
AM04(?) 2,62 - - X - -
CARE(?) 2,52 - - X - -
AMA 2,76 - - - - X
AMB 2,27 - - - - X
* Luteophanol B und C unterscheiden sich lediglich durch die Position zweier
Hydroxygruppen, sodass sie hier nicht unterschieden werden konnten.
(?) Diese Substanzen konnten wegen zu geringer Abundanz nicht sicher u¨ber ein
Produktionen-Spektrum identifiziert werden.
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3.2.5 Detektion von unbekannten Amphidinolen mittels
Neutralverlust
Entwicklung der Neutralverlust-Methode
Um unbekannte Amphidinole isoliert detektieren zu ko¨nnen, bieten sich Vorla¨uferionen-
Scans (
”
Precursorion“-Scan, Prec-Scan) und Neutralverlust-Scans (
”
Neutralloss“-Scan,
NL-Scan) an. Beim Prec-Scan scannt das erste Quadropol einen festgelegten Massen-
bereich, wa¨hrend das zweite Quadrpol als Kollisionszelle dient und das dritte Quadro-
pol statisch nach einer festgelegten Produktmasse scannt (Waters Corporation, 2016).
Dadurch lassen sich alle Moleku¨le detektieren, die ein geladenes Fragment einer be-
stimmten Masse erzeugen. In Bezug auf die Amphidinole ko¨nnte theoretisch nach dem
Fragment gesucht werden, welches durch den bekannten C-1’/C-1-Bindungsbruch ent-
steht. Dieses Fragment beinhaltet Tetrahydropyranring A, den Großteil der verbinden-
den C6-Kette und den hydrophilen Arm. Problematisch dabei ist, dass dieses Fragment
aufgrund der hohen Diversita¨t des hydrophilen Arms in vielen verschiedenen Varian-
ten mit unterschiedlicher Masse vorkommt. Es wa¨re also eine Vielzahl von Methoden
notwendig, um alle vorkommenden Fragmenttypen detektieren zu ko¨nnen. Außerdem
spricht die hohe Variabilita¨t der hydrophilen Arme dafu¨r, dass neue Amphidinole nicht
zwangsweise einen der bisher bekannten Fragmenttypen besitzen. Deshalb wurde dieser
Scanmodus nicht verwendet.
Beim Neutralverlust-Scan werden die Scans vom ersten und dritten Quadropol syn-
chronisiert, wa¨hrend das zweite Quadropol wieder als Kollisionszelle dient. Wenn ein
Vorla¨uferion das erste Quadropol verla¨sst, detektiert das dritte Quadropol alle Frag-
mente, die sich durch den Verlust eines neutralen Fragments einer definierten Masse
auszeichnen. In dem Fall werden im NL-Spektrum alle Vorla¨uferionen gezeigt, die das
Neutralfragment verloren haben (Waters Corporation, 2016). Im Fall der Amphidino-
le verlieren diese durch den bekannten C-1’/C-1-Bindungsbruch ein solches neutrales
Fragment, sodass der Neutralverlust-Scan als Methode zur Detektion von unbekannten
Amphidinolen verwendet werden konnte. Das entstehende neutrale Fragment stellt den
Teil vom C-1’-Atom bis zum Ende des lipophilen Arms dar. Es treten zwar Variationen
des lipophilen Arms innerhalb der Amphidinole auf, jedoch bei weitem nicht so ha¨ufig
und divers wie Variationen des hydrophilen Arms. Innerhalb der 37 in der Literatur
beschriebenen Amphidinole kommen lediglich sieben verschiedene Varianten des lipo-
philen Arms vor, der zusammen mit Tetrahydropyranring B dem neutralen Fragment
entspricht. Von den sieben Varianten treten drei außerdem nur bei jeweils einem oder
zwei Amphidinolen auf, sodass neue Amphidinole sehr wahrscheinlich eine der vier ver-
bliebenen Varianten aufweisen. Die Fragmenttypen unterscheiden sich in Anzahl der
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Kohlenstoffatome, Hydroxylgruppen und Doppelbindungen. Die Suche nach neutralen
Verlusten mit der Masse dieser sieben verschiedenen Varianten fu¨hrt daher mit hoher
Wahrscheinlichkeit zu neuen Amphidinolen. Die sieben Neutralverlust-Typen sind in
Tabelle 15 dargestellt.
Tabelle 15. Auftretende Typen von Neutralverlusten innerhalb der Amphidinolfamilie
#
Neutral-
verlust
[Da]
Anzahl
C-Atome
Anzahl
Hydroxyl-
gruppen
Anzahl
Doppelbin-
dungen
Ha¨ufigkeit
1 392,13 22 5 5 14/37
2 426,23 22 7 4 7/37
3 418,24 24 5 6 7/37
4 398,28 22 5 2 5/37
5 440,25 23 7 4 2/37
6 442,23 22 8 4 1/37
7 338,18 18 5 4 1/37
A¨hnlich wie bei der Entwicklung der SRM-Methode im vorherigen Abschnitt mu¨ssen
auch hier sulfatierte Amphidinole separat betrachtet werden. Beim Scannen nach den
oben erwa¨hnten Neutralverlusten werden fu¨r Amphidinole, welche eigentlich eine Sul-
fatgruppe tragen, stets Moleku¨le mit einer Masse von 120 Da weniger detektiert. Dieser
Sachverhalt wird an einem Beispiel erla¨utert.
Durch die SRM-Methode konnte im Amphidinium carterae Stamm DN241EHU Am-
phidinol B, welches eine Sulfatgruppe tra¨gt, mit einer Retentionszeit von 2,24 min
nachgewiesen werden. Dieses besitzt den Neutralverlust-Typ 4 mit einer Masse von
398,28 Da. Der entstehende Peak bei jenem Neutralverlust-Scan bei der Retentions-
zeit von 2,24 min zeigt jedoch eine Masse von 1344 Da statt der erwarteten 1464 Da
(Abbildung 21).
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Abbildung 21. a) Chromatogramm des Neutralverlust-Scans von 398 Da des Amphidini-
um carterae Stamms DN241EHU. b) Massenspektrum des Peaks bei 2,24 min. Statt der zu
erwartenden Masse von 1464 Da (Amphidinol B) wurde großteils eine Masse von 1344 Da
detektiert. Mit diesem Neutralverlust-Scan ist eine Detektion von sulfatierten Amphidinolen
(hier: Amphidinol B) nicht mo¨glich.
Um Amphidinol B und andere sulfatierte Amphidinole im Neutralverlust-Scan de-
tektieren zu ko¨nnen, wurde zu den urspru¨nglichen Massen der Neutralverlust-Typen
jeweils eine Masse von 120 Da addiert. Folgende Tabelle 16 zeigt die verschiedenen
Neutralverlust-Typen fu¨r sulfatierte Amphidinole.
Tabelle 16. Neutralverlust-Typen fu¨r sulfatierte Amphidinole, welche stets 120 Da schwerer
als die unsulfatierten Typen sind.
# Neutralverlust [Da]
1s 512,13
2s 546,23
3s 538,24
4s 518,28
5s 560,25
6s 562,23
7s 458,18
Um diese Methode zu u¨berpru¨fen, wurde der Amphidinol B enthaltende Stamm DN241-
EHU erneut gemessen. Es wurde ein Peak bei 2,24 min erwartet, welcher durch einen
Neutralverlust von 518 Da (Typ 4s) von einem Moleku¨l mit der Masse von 1464 Da
entstanden ist. Abbildung 22 zeigt das Ergebnis des Neutralverlust-Scans von 518 Da.
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Amphidinol B mit der Masse 1464 Da konnte erfolgreich detektiert werden und zeigt re-
pra¨sentatitv, dass fu¨r sulfatierte Amphidinole nach Neutralverlusten mit einer zusa¨tzlichen
Masse von 120 Da gescannt werden muss.
Abbildung 22. a) Chromatogramm des Neutralverlust-Scans von 518 Da des Amphidinium
carterae Stamms DN241EHU. b) Massenspektrum des Peaks bei 2,24 min. Die erwartete
Masse von 1464 Da konnte erfolgreich detektiert werden.
Detektierte Amphidinolkandidaten
Alle vorhandenen Proben wurden nach den entsprechenden Neutralverlust-Typen gescannt
(vgl. Tabelle 15 und 16). Dabei konnten insgesamt 18 Substanzen detektiert werden,
bei denen es sich theoretisch um neue Amphidinole handeln konnte. Zu Beginn werden
an einem Beispiel ausfu¨hrlich die notwendigen Schritte gezeigt, wie eine Substanz de-
tektiert und u¨ber Auswertung des Massenspektrums charakterisiert wurde, worauf es
schließlich als Amphidinol besta¨tigt oder widerlegt werden konnte. Diese Vorgehens-
weise wurde auch fu¨r die anderen Substanzen angewendet, wird jedoch nicht erneut fu¨r
jede einzelne Substanz beschrieben. Des Weiteren sei angemerkt, dass es sich in den
meisten Fa¨llen lediglich um Strukturvorschla¨ge handelt. Eine vollsta¨ndige Aufkla¨rung
der Strukturen mu¨sste u¨ber NMR-Spektroskopie erfolgen.
Abbildung 23a) zeigt das Chromatogramm des 392er-Neutralverlust-Typs des Stamms
ACRN02, welcher in bekannten Amphidinolen am ha¨ufigsten auftritt. Ein Blick auf das
in Abbildung 23b) dargestellte Spektrum des Peaks bei 2,56 min zeigt, dass insgesamt
vier Massen jenen Neutralverlust aufweisen. Wa¨hrend es sich bei dem Moleku¨l mit der
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Abbildung 23. a) Chromatogramm des Neutralverlust-Scans von 392 Da des Amphidinium
carterae Stamms ACRN02. b) Massenspektrum des Peaks bei 2,56 min, in dem Lingshuiol
A (1296 Da) und die Substanzen U1 (1268 Da), U2 (1430 Da) und U3 (1458 Da) detektiert
wurden.
Masse von 1296 Da um das im bereits SRM-Modus detektierte Lingshuiol A handelt
(vgl. Tabelle 14), stellen die anderen Massen potentielle Kandidaten fu¨r neue Amphi-
dinole dar. Diese Kandidaten wurden als Unbekannte Substanz 1 (U1, 1268 Da), U2
(1430 Da) und U3 (1458 Da) bezeichnet. Von jenen Massen wurde ein Produktionen-
Spektrum aufgezeichnet und die gezeigten Fragmente mit denen anderer Amphidinole
verglichen, um die Substanzen als Amphidinol zu verifizieren. An dieser Stelle fiel au-
ßerdem auf, dass die Massendifferenz von LSA zu U1 und von U3 zu U2 jeweils 28 Da
betra¨gt, wa¨hrend die Differenz von U1 zu U2 und von LSA zu U3 jeweils 162 Da betra¨gt.
Dies fu¨hrte zu dem Verdacht, dass es sich bei U2 und U3 um derivatisierte Formen von
U1 und LSA handelt. Zur Bestimmung der Summenformeln wurde in diesen Fa¨llen
ausnahmsweise eine Messung mit hochauflo¨sender Massenspektrometrie durchgefu¨hrt.
Dieser Sachverhalt wird weiter in den Abschnitten zu U2 und U3 erla¨utert.
Zuna¨chst wurde ein Produktionen-Spektrum von U1 mit der Masse 1268 Da und der
Retentionszeit von 2,56 min aufgezeichnet (dargestellt in Abbildung 24a). Zur Struk-
turaufkla¨rung wurde in diesem Fall der Vergleich mit Lingshuiol A gewa¨hlt, da das
Moleku¨l anna¨hernd die gleiche Retentionszeit und Masse sowie ein sehr a¨hnliches
Produktionen-Spektrum aufweist (Abbildung 24b). Das entsprechende Fragmentie-
rungsschema von LSA ist in 24c) dargestellt.
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Abbildung 24. a) Produktionen-Spektrum von 1268 Da (2,56 min) des Amphidinium car-
terae Stamms ACRN02, bezeichnet als U1. Die teilweise in geringer Abundanz auftretenden
Paarfragmente sind farblich markiert. b) Produktionen-Spektrum von Lingshuiol A aus dem
selben Amphidinium-Stamm. c) Struktur und Fragmentierungsschema von Lingshuiol A.
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Vorab wurde die Differenz der Massen von Lingshuiol A und der neuen Substanz be-
rechnet, welche bei 28 Da liegt. Diese Differenz la¨sst sich mit dem Fehlen von zwei
Methylengruppen (C2H4) erkla¨ren. Dabei stellt sich die Frage, in welchem Teil des
Moleku¨ls die Kohlenstoffkette um zwei Einheiten verringert ist. Beim Vergleich der
Spektren von U1 und LSA ist deutlich zu erkennen, dass die farblich markierten Paar-
fragmente, auch wenn sie teilweise in sehr geringer Abundanz auftreten, bei beiden Am-
phidinolen identisch sind (Ausnahme: graues Paarfragment, zu welchem das Moleku¨lion
geho¨rt). Auch die Differenz der Paarfragmente liegt in beiden Fa¨llen bei 392 Da. Da-
durch kann besta¨tigt werden, dass LSA und U1 vom C-22’-Atom bis zum C-31-Atom
(bezogen auf die Struktur von LSA, Abbildung 24c) die gleichen Fragmente bilden und
dementsprechend wahrscheinlich identisch aufgebaut sind. Theoretisch ko¨nnen jedoch
die Positionen von Hydroxylgruppen und Doppelbindungen variieren. Ein Blick auf
die schwarz dargestellten Fragmente zeigt erneut die Differenz von 28 Da und hilft, die
Position der zwei fehlenden Methyleneinheiten weiter einzuschra¨nken. Vor allem der C-
36/C-37-Bindungsbruch ist dabei entscheidend. In Lingshuiol A wird an dieser Stelle
ein Fragment mit der Masse von 831 Da erzeugt. Das dazu entsprechende Fragment im
U1-Spektrum hat eine Masse 803 Da und ist somit zufa¨llig genauso schwer wie das des
ockerfarbenen C-17/C-18 Bindungsbruchs. Dieser tritt allerdings fu¨r gewo¨hnlich nur in
geringer Abundanz auf, weshalb der hohe Peak im U18-Spektrum definitiv durch den
C-36/C-37-Bindungsbruch entstanden sein muss. Aus diesen Informationen la¨sst sich
schließlich ableiten, dass das neu detektierte Amphidinol identisch mit LSA ist, jedoch
zwei Methyleneinheiten zwischen C-31 und C-37 fehlen. Folgende Abbildung 25 zeigt
eine vorgeschlagene Struktur inklusive Fragmentierungsschema von U1.
Abbildung 25. Strukturvorschlag und Fragmentierungsschema von U1, einem neu entdeckten
Amphidinol mit einer Masse von 1268 Da.
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U2
U2 hat eine Retentionszeit von 2,52 min und eine Masse von 1430 Da, womit diese
Substanz 162 Da schwerer ist als U1. Durch diese Differenz und die deutlich geringere
Abundanz im Massenspektrum des Neutralverlust-Scans (Abbildung 23) kam die Ver-
mutung auf, dass es sich bei U2 um eine derivatisierte Form von U1 handeln ko¨nnte.
Eine Messung mit hochauflo¨sender Massenspektrometrie ergab fu¨r U2 eine Masse von
1429,7694 Da, was einer Summenformel von C70H118NaO28 entspricht (Abweichung
−0,54 mDa). Die entsprechende Messung fu¨r U1 ergab eine Masse von 1267,7164 Da
und eine Summenformel von C64H108NaO23 (Abweichung −0,73 mDa). Die Summenfor-
meln beider Substanzen unterscheiden sich um C6H10O5. Dieser Aufbau a¨hnelt dabei
stark einem Glukosemoleku¨l mit der Summenformel C6H12O6. In der Literatur wird
zudem von glykosylierten Flavonoiden berichtet, bei denen Glukoseabspaltungen zu
einem Massenverlust von 162 Da fu¨hren (Vallejo et al., 2004), weshalb auch in die-
sem Fall von einem glykosyliertem Moleku¨l, auch Glykosid genannt, ausgegangen wird.
Abbildung 26 zeigt das Produktionen-Spektrum, Fragmentierungsschema und einen
Strukturvorschlag zu U2.
Abbildung 26. Produktionen-Spektrum von 1430 Da (2,52 min) des Amphidinium carterae
Stamms ACRN02, bezeichnet als U2. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag. Bei U2 handelt es sich um die glykosilierte Form von U1.
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Dieses Spektrum ist sehr a¨hnlich zu dem von U1 (Abbildung 24a) und zeigt mehrere
gleiche Fragmente. Auffa¨llig ist die Erho¨hung jener Fragmente, welche die Glukoseein-
heit einschließen, um die Masse 162 Da (z.B. 965 Da statt 803 Da oder 775 Da statt
613 Da). Außerdem kann ein Fragment mit der Masse 1268 Da in geringer Abundanz
detektiert werden, welches nach der Glukoseabspaltung entsteht und somit die Masse
von U1 besitzt.
U3
Die Unbekannte Substanz 3 hat eine Retentionszeit von 2,53 min und eine Masse von
1458 Da, womit sie 162 Da schwerer als Lingshuiol A ist. Auch in diesem Fall wird
von einer glykosilierten Form ausgegangen. Das Spektrum zeigt Fragmente, welche im
Vergleich zu dem U2-Spektrum 28 Da schwerer sind. Erneut kann die Masse der nicht-
glykosilierten Form, in diesem Fall 1296 Da, in geringer Abundanz detektiert werden.
Abbildung 27. Produktionen-Spektrum von 1458 Da (2,53 min) des Amphidinium carterae
Stamms ACRN02, bezeichnet als U3. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag. Bei U3 handelt es sich um die glykosilierte Form von LSA.
70
3. Ergebnisse und Diskussion
U4
U4 hat eine Retentionszeit von 2,56 min, eine Masse von 1250 Da und wurde wie U1-U3
im A. carterae-Stamm ACRN02 detektiert. Das Produktionen-Spektrum ist in Abbil-
dung 28 dargestellt. Dabei ko¨nnte es sich theoretisch um ein neues Amphidinol handeln,
allerdings kann durch die selbe Retentionszeit wie U1, eine Verringerung fast aller Frag-
mente um 18 Da und einer deutlich geringeren Intensita¨t im Chromatogramm von einer
ungewollten Fragmentierung in der Quelle (engl. in-source fragmentation) ausgegangen
werden (B. Krock, pers. Mitteilung). Diese Substanz stellt demnach wahrscheinlich ein
unerwu¨nschtes Nebenprodukt dar, welches bei der Messung von U1 entstand.
Abbildung 28. Produktionen-Spektrum von 1250 Da (2,56 min) des Amphidinium carterae
Stamms ACRN02, bezeichnet als U4. Dabei handelt es sich sehr wahrscheinlich um eine
Substanz, welche durch in-source-Fragmentierung von U1 entstanden ist und demnach kein
in Amphidinium vorkommendes Amphidinol darstellt.
U5
Bei dem durchgefu¨hrten Produktionen-Scan zu U4 konnte im Amphidinium carterae
Stamm ACRN02 eine weitere Substanz mit der Masse von 1250 Da detektiert werden.
Diese besitzt eine Retentionszeit von 2,39 min. Das Produktionen-Spektrum (Abbil-
dung 29) weist deutliche Unterschiede zu u¨blichen Produktionen-Spektren von Am-
phidinolen auf. Das Moleku¨lion ist kaum zu detektieren und es treten hauptsa¨chlich
Fragmente um den Bereich von 550 Da auf. Bei dieser Substanz handelt es sich um kein
Amphidinol, weshalb eine weitere Analyse des Spektrums nicht durchgefu¨hrt wurde.
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Abbildung 29. Produktionen-Spektrum von 1250 Da (2,39 min) des Amphidinium carterae
Stamms ACRN02, bezeichnet als U5. Durch die großen Unterschiede zu u¨blichen Amphidinol-
Spektren konnte festgestellt werden, dass es sich bei dieser Substanz um kein Amphidinol
handelt.
U6
U6 ist mit einer Retentionszeit von 2,16 min und einer Masse von 1315 Da die letzte aus
dem Stamm ACRN02 detektierte unbekannte Substanz. Das Produktionen-Spektrum
(Abbildung 30) zeigt einen hohen Peak mit 875 Da, entstanden durch den C-1’/C-
1-Bindungsbruch. Die Differenz zwischen dem Moleku¨lion und diesem Peak betra¨gt
440 Da, was fu¨r den Neutralverlust-Typ 5 spricht (vgl. Tabelle 15). Dieser Typ cha-
rakterisiert den lipophilen Arm und Tetrahydropyranring B und wird ebenfalls durch
das Fragment mit der Gro¨ße von 463 Da besta¨tigt. Der NL-Typ 5 tritt sonst lediglich
bei Luteophanol B/C auf, welches ebenfalls in diesem Stamm detektiert wurde (zur
Struktur siehe Anhang, Anlage 3, Abbildung 49). Zur Charakterisierung des hydrophi-
len Arms kann das Paarfragment 1069 Da/629 Da verwendet werden, welches ebenfalls
bei LPB/C auftaucht. Dieser Teil wird jedoch u¨blicherweise auch durch Fragmente wie
925, 573 und 485 Da beschrieben, von denen aber bei U6 lediglich Fragmente mit einer
Masse von 925 und 481 Da detektiert wurden. Bei letzterem ko¨nnte es sich um die
gesuchte Masse 485 Da handeln, vorausgesetzt es verliert vier Wasserstoffatome, z.B.
durch die Bildung von zwei Doppelbindungen. Des Weiteren treten im Spektum von
U6 mehrere Fragmente mit einer Masse um 500 Da auf, welche bei LPB/LPC nicht
auftauchen und auch nicht erkla¨rt werden ko¨nnen. Aus den genannten Gru¨nden kann
ein Strukturvorschlag nur fu¨r einen Teil von U5 gemacht werden. Der unbestimmte Teil
hat eine Masse von 247 Da. Der Vergleich der Moleku¨lmassen von U6 und LPB/LPC
zeigt eine Differenz von 28 Da, was fu¨r eine Verringerung um zwei Methyleneinhei-
ten spricht. Sollte dies der Fall sein, mu¨sste der unbestimmte Teil die Summenformel
C12H23O5 besitzen (resultierend aus der Summenformel C67H116O25 fu¨r LPC/D und
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der Summenformel C53H89O20 des bestimmten Teils). Aufgrund der Auswertung des
Massenspektrums konnte U6 als neues Amphidinol besta¨tigt werden.
Abbildung 30. Produktionen-Spektrum von 1315 Da (2,16 min) des Amphidinium carterae
Stamms ACRN02, bezeichnet als U6. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und ein
Ansatz fu¨r einen Strukturvorschlag. Der nicht bestimmbare Teil hat die Masse 247 Da und
wahrscheinlich die Summenformel C12H23O5.
U7
U7 stellt mit einer Retentionszeit von 2,17 min und einer Masse von 1346 Da die erste
unbekannte Substanz der Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B dar. Das Produktio-
nen-Spektrum (Abbildung 31) weist große U¨bereinstimmungen mit dem von Amphidi-
nol 18 auf (siehe Abschnitt 3.2.2, Abbildung 19), welches ebenfalls in diesen Sta¨mmen
detektiert wurde. Die U¨bereinstimmungen liegen sowohl in den hohen Abundanzen
von Fragmenten, welche neben der Carbonylgruppe im hydrophilen Arm entstehen
(hier 1127 Da und 1069 Da), als auch in der geringen Abundanz des durch den C-
1’/C-1-Bindungsbruch entstehenden Fragments (hier 945 Da). Die Massendifferenz zwi-
schen U7 und AM18 liegt bei 36 Da, was durch das Fehlen von H4O2 erkla¨rt werden
kann. Dies wu¨rde sich durch zwei fehlende Hydroxygruppen und zwei zusa¨tzliche Dop-
pelbindungen auf die Struktur auswirken. Eine logische Strukturfindung ist anhand
des Spektrums jedoch nicht mo¨glich: Es wurde versucht, die Peaks des Produktionen-
Spektrums von U7 der Struktur von AM18 zuzuordnen (Abbildung 31). Die schwarz
dargestellten Fragmente stellen dabei die Fragmente von AM18 dar, wa¨hrend die rot
73
3. Ergebnisse und Diskussion
dargestellten Fragmente jene von U7 darstellen. Bei der Betrachtung der Fragmente
am C-1’/C-1-Bindungsbruch kann eine Differenz von 18 Da zu den Fragmenten von
AM18 festgestellt werden. Dies wu¨rde bedeuten, dass in dem Teil zwischen C-1 und
C-43 nur eine Hydroxylgruppe fehlt und eine zusa¨tzliche Doppelbindung auftritt. Die-
se Struktura¨nderungen mu¨ssten zwischen C-1 und C-29 auftreten. Die zweite fehlende
Hydroxylgruppe und zusa¨tzliche Doppelbindung mu¨sste dementsprechend in dem C-1’-
C24’-Teil auftreten. Dafu¨r sprechen ebenfalls die Fragmente mit der Gro¨ße von 1127 Da
und 1069 Da, wa¨hrend die Fragmente mit der Gro¨ße 1087 Da sowie 441 Da dagegen spre-
chen. Fu¨r die Amphidinol 18-a¨hnliche Substanz konnte somit kein Strukturvorschlag
gemacht werden.
Abbildung 31. Produktionen-Spektrum von 1346 Da (2,17 min) der Amphidinium carterae
Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B, bezeichnet als U7. Es wurde versucht, die Fragmente
anhand der Struktur des um 36 Da schwereren AM18 zuzuordnen. Dabei sind die Fragmente
von AM18 schwarz dargestellt, wa¨hrend die U7-Fragmente rot dargestellt sind.
U8
U8 besitzt die gleiche Masse von 1346 Da wie U7, hat jedoch eine deutlich spa¨tere Re-
tentionszeit von 2,72 min. Wa¨hrend sich die beiden Spektren in großen Teilen gleichen,
liegt bei U8 ein entscheidender Unterschied in dem Fehlen des 1087er- und des 441er-
Fragments vor (Abbildung 32). Dadurch kann die bei U7 angesprochene Verteilung der
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Hydroxylgruppen und Doppelbindungen auf diese Substanz angewendet werden: Eine
Hydroxylgruppe fehlt in dem Teil zwischen C-1’ und C-24’, wa¨hrend die andere Hydro-
xylgruppe im Teil zwischen C-1 und C-29 fehlt. Bei dem hier gewa¨hlten Strukturvor-
schlag wurden die Hydroxylgruppen an C-7’ und C-17 entfernt und Doppelbindungen
zwischen C-7’/C-8’ und C-16/C-17 hinzugefu¨gt. Dabei sei jedoch angemerkt, dass es
sich um ein theoretisches Modell handelt und die Umgebungen der Tetrahydropyran-
ringe hochkonserviert sind, weshalb an diesen Stellen in der Regel keine Abweichungen
zu beobachten sind.
Abbildung 32. Produktionen-Spektrum von 1346 Da (2,72 min) der Amphidinium carterae
Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B, bezeichnet als U8. Dazu entsprechendes Fragmen-
tierungsschema und Strukturvorschlag. Viele Fragmente konnten zugeordnet werden, nach-
dem an der a¨hnlichen AM18-Struktur zwei Hydroxylgruppen entfernt und zwei zusa¨tzliche
Doppelbindungen hinzugefu¨gt wurden.
U9
In dem A. carterae-Stamm CCMP1314B konnte eine dritte Substanz mit der Masse
von 1346 Da detektiert werden, welche als U9 bezeichnet wurde und eine Retentions-
zeit von 3,02 min besitzt. U9 unterscheidet sich jedoch deutlich von U7 und U8, dessen
Spektren sehr dem von AM18 a¨hneln und von den Bindungsbru¨chen an der Carbonyl-
verbindung gepra¨gt sind. Ein Fragment mit der Masse von 927 Da stellt bei U9 neben
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dem Moleku¨lion den ho¨chsten Peak dar und weist darauf hin, dass keine Carbonyl-
verbindung vorhanden ist (Abbildung 33). Dennoch liegt eine strukturelle Na¨he zu
AM18 nahe, da auch hier die Massendifferenz 36 Da betra¨gt und beispielsweise durch
das fehlender Sauerstoffatom der Carbonylgruppe, einer fehlenden Hydroxygruppe und
drei zusa¨tzlichen Doppelbindungen erkla¨rt werden kann. Die Differenz zwischen dem
Fragment mit 927 Da und der Moleku¨lmasse liegt bei 419 Da und entspricht damit dem
NL-Typ 3, welcher beispielsweise auch in AM18 vorkommt. Dies bedeutet, dass die
strukturellen A¨nderungen gegenu¨ber AM18 in dem hydrophilen Arm liegen mu¨ssen.
Außerdem kann das in U7 und U8 detektierte Fragment mit der Masse 669 Da de-
tektiert werden, womit Ru¨ckschlu¨sse u¨ber einen Teil des hydrophilen Arms geschlossen
werden ko¨nnen. Dieses Fragment tritt hier jedoch in vergleichsweise geringer Abundanz
auf, was auf die fehlende Carbonylgruppe zuru¨ckzufu¨hren ist. Das entsprechende Paar-
fragment zu 669 Da konnte ebenfalls detektiert werden (669 Da + 418 Da = 1087 Da).
Der Strukturvorschlag in Abbildung 33 zeigt, wie das Moleku¨l aussehen ko¨nnte. In die-
sem Fall wurde die Carbonylgruppe an C-31 und die Hydroxylgruppe an C-17 entfernt
und an diesen Stellen eine Doppelbindung zum benachbarten C-Atom hinzugefu¨gt.
Die dritte Doppelbindung wurde beispielhaft zwischen C-34 und C-35 hinzugefu¨gt.
Wie auch U7 und U8 scheint es sich bei U9 um neues Amphidinol zu handeln, welches
auf dem Aufbau von AM18 basiert.
Abbildung 33. Produktionen-Spektrum von 1346 Da (3,02 min) des Amphidinium carterae
Stamms CCMP1314B, bezeichnet als U9. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag.
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U10
Insgesamt konnten vier unbekannte Substanzen mit einer Masse von 1364 Da in den
Sta¨mmen CCMP1314A und/oder CCMP1314B mit unterschiedlichen Retentionszeiten
gefunden werden, welche große A¨hnlichkeiten zu AM18 aufweisen. Die erste Substanz
hat eine Retentionszeit von 2,19 min und wurde als U10 bezeichnet. Das Produktionen-
Spektrum (Abbildung 34) weist eine geringe Intensita¨t des C-1’/C-1-Fragments (945 Da)
und hohe Intensita¨ten von Fragmenten >1000 Da auf, wodurch auf eine Carbonylgrup-
pe geschlossen werden kann. Die Moleku¨lmasse betra¨gt 18 Da weniger als die von AM18.
Dementsprechend wird von einer fehlenden Hydroxylgruppe und einer zusa¨tzlichen
Doppelbindung ausgegangen. Auch alle anderen abundanten Fragmente sind 18 Da
leichter als die von AM18, weshalb zuna¨chst von einer ungewollten Fragmentierung
in der Quelle ausgegangen wurde. Durch die unterschiedlichen Retentionszeiten von
2,19 min und 2,71 min konnte dies jedoch ausgeschlossen werden. Um eine beispielhaf-
te Struktur darzustellen, wurde erneut die Hydroxylgruppe an C-17 entfernt und eine
Doppelbindung zwischen C-16 und C-17 hinzugefu¨gt.
Abbildung 34. Produktionen-Spektrum von 1364 Da (2,19 min) der Amphidinium carterae
Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B, bezeichnet als U10. Dazu entsprechendes Fragmen-
tierungsschema und Strukturvorschlag.
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U11
Die Substanz U11 weist erneut große A¨hnlichkeiten mit AM18 auf, hat jedoch im Ver-
gleich zu U10 eine deutlich spa¨tere Retentionszeit von 2,78 min. Erneut kann zu AM18
eine Differenz von 18 Da in der Moleku¨lmasse und in den meisten anderen Fragmen-
ten nachgewiesen werden. Abbildung 35 zeigt das Produktionen-Spektrum von U11
sowie die Struktur von AM18. Die Fragmente von AM18 sind dabei schwarz darge-
stellt, wa¨hrend die entsprechenden Fragmente von U11 rot dargestellt sind. Auffa¨llig
dabei ist, dass die Massen des U11-Paarfragments 1105 Da/687 Da mit denen von AM18
u¨bereinstimmen und nicht um eine Masse von 18 Da verringert sind. Dementsprechend
hat sich auch die Differenz der großen Fragmente, welche zwischen C-32/C-33 und
C-29/C-30 entstehen, um 18 Da verringert (AM18: 1163 Da - 1105 Da = 58 Da; U11:
1145 Da - 1105 Da = 40 Da). Das deutet darauf hin, dass es bei U11 zu einer strukturel-
len Vera¨nderung zwischen C-29 und C-32 gekommen sein muss. Wu¨rde an dieser Stelle
jedoch die Carbonylgruppe fehlen, wu¨rde es wahrscheinlich nicht zu den hoch abundan-
ten Peaks kommen. Es ist daher nicht mo¨glich, einen nach diesem Muster aufgebauten
Strukturvorschlag vorzulegen.
Abbildung 35. Produktionen-Spektrum von 1364 Da (2,78 min) der Amphidinium carterae
Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B, bezeichnet als U11. Es wurde versucht, die Frag-
mente anhand der Struktur von AM18 zuzuordnen. Die Fragmente von AM18 sind schwarz
dargestellt, wa¨hrend die Fragmente von U11 rot dargestellt sind.
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U12
Die Substanz U12 konnte nur in CCMP1314A detektiert werden. Sie hat eine Masse
von 1364 Da und eine Retentionszeit von 2,84 min. Wa¨hrend U11 gegenu¨ber AM18 le-
diglich in dem 1105 Da/687 Da Paarfragment u¨bereinstimmte, stimmt U12 ebenfalls in
dem 1163 Da/745 Da-Paarfragment mit AM18 u¨berein. Dennoch ist die Moleku¨lmasse
gegenu¨ber AM18 um 18 Da verringert. Diese Abweichung muss dementsprechend in
dem Teil zwischen C-33 und C-43 auftreten. In dem hier vorgelegten Strukturvorschlag
(Abbildung 36) wurde beispielhaft die Hydroxylgruppe an C-37 entfernt und eine Dop-
pelbindung zwischen C-36 und C-37 hinzugefu¨gt.
Abbildung 36. Produktionen-Spektrum von 1364 Da (2,84 min) des Amphidinium carterae
Stamms CCMP1314A, bezeichnet als U12. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag.
U13
Die vierte in CCMP1314A und CCMP1314B entdeckte Substanz mit der Masse 1364 Da
besitzt eine Retentionszeit von 2,91 min. Wie das dargestellte Produktionen-Spektrum
in Abbildung 37 zeigt, fehlt das beim AM18 vorkommende Paarfragment 1163 Da/745 Da
vo¨llig, wa¨hrend das Paarfragment 1105 Da/687 Da bei U13 und AM18 identisch ist.
Dementsprechend wurde davon ausgegangen, dass die Carbonylgruppe nur in Gegen-
wart einer ra¨umlich nahen Hydroxylgruppe zu großen Bindungsbru¨chen fu¨hrt. In dem
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gezeigten Strukturvorschlag wurde die Hydroxylgruppe an C-33 entfernt und eine Dop-
pelbindung zwischen C-32 und C-33 hinzugefu¨gt. Mit einem C-33/C-34-Bindungsbruch
ließe sich so auch das neu erschienene Fragment mit der Masse von 1173 Da erkla¨ren.
Dabei sei jedoch angemerkt, dass Bindungsbru¨che an Kohlenstoffatomen, welche mit
anderen Kohlenstoffatomen durch eine Doppelbindung verbunden sind (wie hier C-33
mit C-32), in der Regel nicht auftreten. Da es sich hier aber lediglich um ein Beispiel
fu¨r eine mo¨gliche Struktur handelt, wurde dem nicht weiter nachgegangen.
Abbildung 37. Produktionen-Spektrum von 1364 Da (2,91 min) der Amphidinium carterae
Sta¨mme CCMP1314A und CCMP1314B, bezeichnet als U13. Dazu entsprechendes Fragmen-
tierungsschema und Strukturvorschlag.
U14
U14 stellt die erste von sechs unbekannten Substanzen dar, die in dem Amphidinium
carterae Stamm DN241EHU detektiert wurden. Sie besitzt eine Masse von 1326 Da und
eine Retentionszeit von 2,21 min. Diese Substanz zeigt die gleichen Fragmente wie U7,
jedoch auf der Basis von Amphidinol A (zum Spektrum siehe Anhang, Anlage 3, Ab-
bildung 54) statt Amphidinol 18. Das heißt, dass der lipophile Teil zwei C-Atome und
vier Doppelbindungen weniger entha¨lt. Die Massendifferenz von U14 zu AMA betra¨gt
36 Da, wie es ebenfalls zwischen U7 und AM18 beschrieben wurde. Bei der Zuordnung
der rot dargestellten Fragmente (Abbildung 38) zu der Struktur von AMA treten die
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gleichen Probleme wie bei U7 auf. Die Fragmente am C-1’/C-1-Bindungsbruch von U14
(rot dargestellt) sind 18 Da leichter als die Fragmente von AMA (schwarz dargestellt).
Daraus la¨sst sich schließen, dass zwischen C-1 und C-43, genauer gesagt zwischen C-1
und C-29, eine Hydroxylgruppe fehlt und eine zusa¨tzliche Doppelbindung vorhanden
ist. Die zweite fehlende Hydroxylgruppe mu¨sste sich zwischen C-1’ und C-22’ befinden,
was zu den Fragmenten mit den Massen 1107 Da und 1049 Da passen wu¨rden. Dann
ließen sich jedoch die Fragmente mit den Massen von 1067 Da und 421 Da nicht er-
kla¨ren. Fu¨r die Amphidinol A-a¨hnliche Substanz konnte somit kein Strukturvorschlag
gemacht werden.
Abbildung 38. Produktionen-Spektrum von 1326 Da (2,21 min) des Amphidinium carterae
Stamms DN241EHU, bezeichnet als U14. Es wurde versucht, die Fragmente anhand der
Struktur und dem Fragmentierungsschema von AMA zuzuordnen. Dabei sind die Fragmente
von AMA schwarz und die von U14 rot dargestellt.
U15
U15 besitzt wie U14 eine Masse von 1326 Da, hat jedoch eine spa¨tere Retentionszeit von
3,08 Diese Substanz trat nur in geringer Abundanz auf, wodurch das Produktionen-
Spektrum (Abbildung 39) eine eher schlechte Qualita¨t aufweist. Wie bei U9 lassen
die Fragmente vermuten, dass keine Carbonylgruppe vorhanden ist. Gegenu¨ber Am-
phidinol A ko¨nnte U15 folgende A¨nderungen aufweisen: Die Carbonylgruppe an C-31
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fehlt und es tritt eine Doppelbindung zwischen C-30 und C-31 auf, wodurch am C-
32/C-33-Bindungsbruch ein Fragment mit der Masse von 727 Da entsteht. Das am
C-1’/C-1-Bindungsbruch entstehende Fragment mit der Masse von 927 Da ließe sich
erkla¨ren, wenn die Hydroxylgruppe an C-37 fehlt und jeweils eine Doppelbindung zwi-
schen C-37/C-36 und C-35/C-34 auftritt.
Abbildung 39. Produktionen-Spektrum von 1326 Da (3,08 min) des Amphidinium carterae
Stamms DN241EHU, bezeichnet als U15. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag.
U16
In den Sta¨mmen CCMP1314A und CCMP1314B wurden zuvor vier Verbindungen
beschrieben, die eine um 18 Da verringerte Masse zu AM18 aufwiesen. Auch in dem
Stamm DN241EHU traten drei Verbindungen auf, die eine um 18 Da verringerte Masse
von AMA, also 1344 Da, aufwiesen. Die erste davon hat eine Retentionszeit von 2,23 min
und wird als U16 bezeichnet. Beim direkten Vergleich der Spektren von AMA und U16
(Abbildung 40) fa¨llt auf, dass bis auf das Moleku¨lion stets die selben Fragmente auf-
treten. Allerdings sind die Intensita¨ten von Wasserabspaltung und Ursprungsfragment
vertauscht. Dementsprechend sind die Ursprungsfragmente in U16 teilweise nur in sehr
geringer Abundanz vorhanden. Dies zeigt jedoch, dass die Grundstruktur des Moleku¨ls
dieselbe sein muss. Ein Grund, warum die Wasserabspaltungen bei U16 deutlich ho¨here
Abundanzen zeigen als bei AMA, kann nicht gegeben werden. Dementsprechend wird
auch kein Beispiel fu¨r eine mo¨gliche Struktur von U16 gezeigt. Die Ursprungsfragmen-
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te, welche hier nur in teilweise sehr geringer Abundanz auftreten, konnten wegen der
guten Qualita¨t des Spektrums detektiert werden. Diese Fragmente ko¨nnten auch in vor-
herigen unbekannten Substanzen vorhanden sein, konnten jedoch wegen der schlechten
Qualita¨t der Spektren nicht ausgemacht werden. Falls dies der Fall sein sollte, ko¨nnten
daraus weitere Informationen u¨ber die mo¨gliche Struktur der unbekannten Substanzen
gewonnen werden.
Abbildung 40. Produktionen-Spektrum von 1344 Da (2,23 min) des Amphidinium carterae
Stamms DN241EHU, bezeichnet als U16.
U17
U17 besitzt ebenfalls eine Masse von 1344 Da und eine Retentionszeit von 2,83 min.
Das Produktionen-Spektrum ist in Abbildung 41 dargestellt, dazu die Struktur von
AMA inklusive Fragmentierungsschema. Dabei sind die Fragmente von U17 rot und
die von AMA schwarz dargestellt. U17 ist a¨hnlich wie U11 aufgebaut und zeigt glei-
che Eigenschaften, die einen Strukturvorschlag erschweren: Wa¨hrend in den meisten
Fragmenten eine Differenz von 18 Da zu AMA nachgewiesen werden kann, stimmt das
U17-Paarfragment 1085 Da/687 Da mit dem von AMA u¨berein. Dementsprechend weist
die Differenz der Fragmente zwischen der Carbonylgruppe eine Masse von 40 Da statt
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58 Da auf, weshalb wahrscheinlich die Carbonylgruppe fehlen wu¨rde. Wa¨re dies der
Fall, wu¨rde es wahrscheinlich nicht zu den hoch abundanten Peaks mit den Massen
1085 Da und 1125 Da kommen. Dementsprechend ist auch hier kein Strukturvorschlag
mo¨glich.
Abbildung 41. Produktionen-Spektrum von 1344 Da (2,83 min) des Amphidinium carterae
Stamms DN241EHU, bezeichnet als U17. Es wurde versucht, die Fragmente anhand der
Struktur von AMA zuzuordnen. Die Fragmente von AM18 sind schwarz dargestellt, wa¨hrend
die Fragmente von U11 rot dargestellt sind.
U18
U18 stellt die letzte detektierte Substanz dar. Sie hat wie U16 und U17 eine Masse
von 1344 Da und wurde im Stamm DN241EHU detektiert. Die Retentionszeit liegt bei
2,97 min. Das Produktionen-Spektrum und ein entsprechender Strukturvorschlag sind
in Abbildung 42 gezeigt. Dabei ko¨nnen große U¨bereinstimmungen zu U13 nachgewiesen
werden, bei dem das durch den C-32/C-33-Bindungsbruch entstehende Paarfragment
fehlt. Dementsprechen wurde fu¨r den Strukturvorschlag die Hydroxylgruppe an C-33
entfernt und eine Doppelbindung zwischen C-32 und C-33 hinzugefu¨gt.
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Abbildung 42. Produktionen-Spektrum von 1344 Da (2,97 min) des Amphidinium carterae
Stamm DN241EHU, bezeichnet als U18. Dazu entsprechendes Fragmentierungsschema und
Strukturvorschlag.
Zusammenfassung U1-U18
Von den 18 unbekannten Substanzen konnte in zwei Fa¨llen gezeigt werden, dass es
sich um kein Amphidinol oder Amphidinol-a¨hnliches Moleku¨l handelt. Eine Substanz
stellt wahrscheinlich ein Produkt durch in-source-Fragmentierung (U4) dar, wa¨hrend
es sich bei der anderen Substanz um ein vollkommen anderes Moleku¨l handelt (U5).
Bei den anderen 16 detektierten Substanzen handelt es sich entweder um ga¨nzlich neue
Amphidinole (U1 und U6), glykosilierte Formen (U2 und U3) oder aber um Deriva-
te der Amphidinole 18 und A. Diese Derivate treten nur zusammen mit AM18 oder
AMA auf und unterscheiden sich von diesen durch eine Massendifferenz von 18 Da
oder 36 Da (U7-U18). Bisher waren noch keine glykosilierten Phycotoxinen bekannt,
weshalb die Entdeckung der glykosilierten Amphidinole vielleicht als wichtigstes Er-
gebnis der Neutralverlust-Scans angesehen werden kann. Glykosilierungen treten bei
verschiedenen Biomoleku¨len auf und sind dabei ha¨ufig entscheidend fu¨r die biologische
Aktivita¨t und die Bindung an ein bestimmtes Zielmoleku¨l (Blanco et al., 2000). Spe-
ziell bei einigen Polyketiden, welche in der Tumorforschung verwendet werden, ist die
Glykosilierung von besonderer Bedeutung (Olano et al., 1999). Diese neue Entdeckung
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ermo¨glicht in Zukunft genauere und zielgerichtetere Untersuchungen zu biologischen
Aktivita¨ten von Amphidinolen und Verwandten.
3.2.6 Quantifizierung der gefundenen Amphidinole
Nachdem die u¨ber die Neutralverlust-Scans detektierten Substanzen teilweise als Am-
phidinole besta¨tigt werden konnten, wurden die entsprechenden U¨berga¨nge in die ent-
wickelte SRM-Methode eingebaut, um eine finale Messung und abschließende Quantifi-
zierung aller Amphidinole durchzufu¨hren. Folgende Tabelle 17 zeigt die U¨berga¨nge der
dazu genutzten SRM-Methode. Da gerade bei den Derivaten der Amphidinole 18 und
A die gleichen Fragmente entstehen, erfolgte die Identifizierung u¨ber die Retentionszeit
und nicht u¨ber einen zweiten Qualifizierungsu¨bergang.
Tabelle 17. Berechnete SRM-U¨berga¨nge von bekannten und neu entdeckten Amphidinolen
Name
Moleku¨lion
[Da]
Fragment-
ion [Da]
Name
Moleku¨lion
[Da]
Fragment-
ion [Da]
AM01 1512 974 AMDG 1300 768
AM02 1398 1006 CARE 1422 1030
AM03 1350 932 KARA 1480 1082
AM04 1324 932 KARB 1462 1064
AM05 1394 976 LPA 1278 754
AM06 1368 976 LPB 1344 904
AM07 1254 742 LPC 1344 904
AM09 1350 932 LPD 1330 904
AM10 1296 904 LS 1374 976
AM11 1500 988 LSA 1296 904
AM12 1426 914 LSB 1266 754
AM13 1452 914 SP 1266 754
AM14 1288 742 U1 1268 875
AM15 1186 760 U2 1430 1038
AM17 1306 816 U3 1458 1066
AM18 1382 964 U6 1315 875
AM19 1462 946 U7/U8 1346 945
AM20(M) 1346 904 U9 1346 927
AM20(S) 1653 1260 U10-U13 1364 945
AM21 1798 1406 U14 1326 945
AM22 1668 1330 U15 1326 927
AMA 1362 964 U16-U18 1344 945
AMB 1442 946
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Zur Quantifizierung wurde der Luteophanol-D-Standard mit der bekannten Konzen-
tration von 13 ng/µl verwendet. Alle Ergebnisse werden dementsprechend in LPD-
A¨quivalenten dargestellt. Die nach Formel 1 (siehe Abschnitt 2.3) berechnete Nach-
weisgrenze liegt bei 5,83 pg/µl. Werden die Nachweisgrenzen nach Formel 5 (siehe
Abschnitt 2.4.4) berechnet und pro Zelle angegeben, ergibt sich fu¨r eine Gesamtzell-
zahl von 10× 106 Zellen bei einem Extraktionvolumen von 150µl eine Nachweisgrenze
von 0,09 fg/Zelle. Dies trifft fu¨r die Sta¨mme CCMP1314B, ACRN02, ACRN03 und
DN241EHU zu. Durch die deutlich ho¨here Zellzahl des Stamms CCMP1314A (siehe
Tabelle 2, Abschnitt 2.1.2) liegt die Nachweisgrenze in diesem Fall bei 0,06 fg/Zelle.
Die im Alfred-Wegener-Institut kultivierten Sta¨mme aus Mexiko wurden in 200µl Me-
thanol extrahiert. Zusa¨tzlich waren die Zellzahlen deutlicher niedriger als die der spa-
nischen Sta¨mme (siehe Tabelle 3, Abschnitt 2.1.2), sodass hier Nachweisgrenzen von
0,10 fg/Zelle (AA39), 0,29 fg/Zelle (AA40) und 1,62 fg/Zelle (AA60) berechnet werden
konnten. Da fu¨r den als Pellet gelieferten Stamm A01BR keine Zellzahlen bekannt sind,
konnte die Nachweisgrenze hier lediglich mit 5,83 pg/µl angegeben werden.
Abbildung 43 zeigt die berechneten Amphidinolgesamtgehalte der untersuchten Am-
phidinium-Extrakte. Die Rohdaten der Quantifizierung sind im Anhang (Anlage 4,
Tabelle 19) hinterlegt.
Abbildung 43. Berechnete Amphidinolgesamtgehalte verschiedener Amphidinium-Extrakte
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Insgesamt wurden in fu¨nf von neun untersuchten Sta¨mmen Amphidinole gefunden. Da-
bei handelt es sich um die Sta¨mme CCMP1314A, CCMP1314B, ACRN02, ACRN03
und DN241EHU. Ein maximaler Amphidinolgehalt konnte in dem Stamm ACRN02 mit
insgesamt 3710 fg/Zelle detektiert werden, gefolgt von CCMP1314B mit 1451 fg/Zelle,
CCMP1314A mit 708 fg/Zelle, DN241EHU mit 474 fg/Zelle und ACRN03 mit 3 fg/Zelle.
Keine Amphidinole konnten hingegen in den Sta¨mmen AA39, AA40, AA60 und A01BR
detektiert werden. Die Sta¨mme AA39 und AA60 wurden in einer bisher nicht vero¨ffent-
lichten Toxizita¨tsstudie von Lorena Dura´n aus Mexiko untersucht. Dabei zeigte sich,
dass vor allem AA60 eine ausgepra¨gte Toxizita¨t gegenu¨ber der Cryptophycae Rhodo-
monas salinas aufwies, was fu¨r eine lytische Aktivita¨t spricht (Ma et al., 2011), welche
u.A. den Amphidinolen zugesprochen wird (Mooney et al., 2010). Dennoch konnten in
dem Pelletextrakt keine Amphidinole detektiert werden, weshalb zusa¨tzlich der nach
der Pelletierung entstandene U¨berstand extrahiert und auf Amphidinole untersucht
wurde. Auch in diesem wurden keine Amphidinole gefunden. Dies liegt wahrscheinlich
an dem schlechten Zustand, in dem sich die Kultur wa¨hrend der Extraktion befand. Die
Zellen befanden sich in der spa¨ten stationa¨ren Phase und lagen zudem nur in geringer
Zahl vor (vgl. Tabelle 3, Abschnitt 2.1.2). Daru¨ber hinaus besteht die Mo¨glichkeit, dass
die entwickelte Neutralverlust-Methode nicht alle Amphidinole abdeckt und in diesem
Stamm bisher unbekannte Neutralverlust-Typen vorkommen. Durch eine entsprechende
Messung im Fullscan-Modus, welcher den fu¨r Amphidinole u¨blichen Massenbereich von
1100-1700 Da abdeckte, konnte dies jedoch widerlegt werden. Eine letzte Mo¨glichkeit
stellt die Pra¨senz anderer lytischer Komponenten dar, welche in AA60 auftreten und
nicht der Gruppe der Amphidinole angeho¨ren. Mit einer Messung eines Extraktes,
welcher aus mindestens 10 × 106 Zellen einer Kultur in der fru¨hen stationa¨ren Phase
gewonnen wurde, ko¨nnten diese Fragen gekla¨rt und die Problematik weiter untersucht
werden. Zu den Sta¨mmen AA40 und A01BR liegen keine Berichte u¨ber lytische Akti-
vita¨t vor, sodass in diesen Fa¨llen nicht zwangsweise mit einer Detektion von Amphidi-
nolen gerechnet wurde.
Bei Betrachtung der Amphidinolprofile der positiv-getesteten Sta¨mme (Abbildung 44)
ist in den meisten Fa¨llen zu erkennen, dass ein oder zwei Amphidinole den Hauptanteil
ausmachen und die restlichen Amphidinole nur in geringer Menge auftauchen.
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Abbildung 44. Amphidinolprofile der Amphidinium carterae-Sta¨mme CCMP1314A/B,
DN241EHU, ACRN02 und ACRN03
So machen in den Sta¨mmen CCMP1314A und CCMP1314B Amphidinol 18 und 19 zu-
sammen ca. 75 % (CCMP1314A, entspricht 544 fg/Zelle) bzw. ca. 65 % (CCMP1314B,
entspricht 924 fg/Zelle) des Gesamtamphidinolgehalts aus. Der restliche Anteil setzt
sich hauptsa¨chlich aus den AM18-a¨hnlichen unbekannten Amphidinolen mit einer ver-
ringerten Masse von 18 Da oder 36 Da zusammen, wobei U13 den gro¨ßten Teil ein-
nimmt. Außerdem konnte Amphidinol 22 mit einem Anteil von 0,7 % in CCMP1314A
und 6,4 % in CCMP1314B detektiert werden. Das Auftreten von AM18, AM19 und
AM22 in dem Stamm CCMP1314 wurde bereits von Mart´ınez et al. (2019) beschrie-
ben. Dort wurde ebenfalls von anderen Amphidinol-artigen Komponenten berichtet, bei
denen es sich wahrscheinlich um die hier detektierten Substanzen U7-U13 handelt. Die
Kulturen CCMP1314A und CCMP1314B wurden beide mithilfe des gleichen Stamms
CCMP1314 gezu¨chtet, weshalb eine Unterscheidung sowohl in den Gesamttoxingehal-
ten als auch beispielsweise in den AM22-Geha¨ltern sonderbar scheint. Ein Grund dafu¨r
ko¨nnten Abbau- und Verdampfungsprozesse wa¨hrend der Nutzung und Lagerung der
Proben sein: Die gelieferten Ru¨cksta¨nde von CCMP1314A wurden direkt nach Ankunft
in Methanol gelo¨st und fu¨r mehrere Monate verwendet, wa¨hrend die Ru¨cksta¨nde von
CCMP1314B erst wenige Wochen vor der Fertigstellung dieser Arbeit gelo¨st wurden
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und deutlich seltener fu¨r Messungen verwendet wurden.
In dem Amphidinium carterae-Stamm DN241EHU konnten bei einer Analyse durch
Abreu et al. (2019) bereits AMA und AMB nachgewiesen werden. Diese Amphidinole
wurden auch in den hier durchgefu¨hrten Messungen mit ca. 25 % bzw. 6 % am Ge-
samtamphidinolanteil detektiert. Zusa¨tzlich konnten AM22 mit 11 fg/Zelle (ca. 2 %)
sowie die unbekannten Amphidinole 14-18, welche strukturelle A¨hnlichkeiten zu AMA
aufweisen und 18 Da oder 36 Da leichter sind, nachgewiesen werden. Besonders der ho-
he Gehalt an U18 sticht dabei heraus, welcher mit etwa 30 % den gro¨ßten Teil des
Amphidinolprofils ausmacht.
Der Stamm ACRN02 zeigt das abwechslungsreichste Amphidinolprofil. Die Hauptan-
teile machen Lingshuiol A und U1 mit zusammen fast 90 % aus, wa¨hrend die jeweiligen
glykosilierten Formen U3 und U2 in deutlich geringerer Abundanz vorkommen (U3: 4 %,
U2: 1 %). Zusa¨tzlich konnten die Luteophanole D und B/C sowie U6, eine LPB/LPC-
a¨hnliche Substanz, nachgewiesen werden. Die restlichen in sehr geringer Menge auf-
tretenden Substanzen (zusammen <1 %) konnten nicht sicher durch Produktionen-
Spektren identifiziert werden, jedoch lassen Moleku¨lmassen und einige Fragmentpeaks
auf Amphidinol 4 und Carteraol E schließen. Dies waren die ersten Untersuchungen zu
dem A. carterae-Stamm ACRN02, welcher sich durch eine hohe und diverse Amphidi-
nolproduktion als optimaler Stamm fu¨r nachfolgende Forschung auszeichnet.
Im Stamm ACRN03 konnte insgesamt ein Amphidinolgehalt von lediglich 3 fg/Zelle
detektiert werden, wovon etwa 97 % auf LSA und etwa 3 % auf LPD entfallen. Dieser
Stamm wurde ebenfalls von Molina-Miras et al. (2018) in der Entwicklung eines Biore-
aktors genutzt, durch welchen eine besonders hohe Menge an Amphidinolen gewonnen
werden sollte. Dabei wird von einer hohen Ausbeute von Luteophanol D, Lingshuiol
A sowie dem dort neu entdeckten Amphidinol 20(M) berichtet. Diese Toxinproduktion
konnte in den hier durchgefu¨hrten Messungen nicht besta¨tigt werden. LSA und LPD
ließen sich jedoch in großer Menge in dem zuvor beschriebenen Stamm ACRN02 finden,
weshalb der Verdacht auf eine versehentliche Verwechslung der Sta¨mme naheliegt.
Trotz der erfolgreich durchgefu¨hrten quantitativen Analyse von Amphidinolen sind die
erhaltenen Werte nicht zwangsweise repra¨sentativ und vergleichbar mit zuku¨nftigen
Amphidinolgehalten. Fu¨r die Quantifizierung wurde ein nicht-zertifizierter Standard ge-
nutzt, bei welchem zusa¨tzlich durch falschen Transport Lo¨semittel verdampft ist. Zwar
wurde dieser Volumenverlust und die damit entsprechende Konzentrationsa¨nderung
nach bestem Gewissen ausgeglichen, jedoch kann fu¨r keine absolute Richtigkeit der
finalen Konzentration garantiert werden. Zusa¨tzlich ko¨nnte es aufgrund der amphote-
ren Eigenschaften von Luteophanol D zu Reaktionen mit beispielsweise Gefa¨ßwa¨nden
gekommen sein, wodurch eventuell weitere Verluste der Standardsubstanz entstanden.
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Im Rahmen der Ausfahrt mit der RV Akademik konnten die in den Vorjahren in
bulgarischen Gewa¨ssern gefundenen Toxine PTX-2 und YTX erneut detektiert wer-
den. Statt dem erwarteten Fund von Domoinsa¨ure wurden zusa¨tzlich die Pectenotoxi-
ne 1 und 11/13 nachgewiesen. Dabei u¨bertreffen die gemessenen Yessotoxin-Geha¨lter
die der anderen Toxine bei Weitem und deuten auf eine Blu¨te von P. reticulatum,
L. polyedrum oder G. spinifera hin. Die gefundenen Toxine traten sowohl in bulga-
rischen als auch ruma¨nischen Gewa¨ssern gleichermaßen auf. Im o¨stlichen Schwarzen
Meer wurden zuvor ebenfalls u.A. PTX-1, PTX-2 und YTX detektiert, weshalb von
einem ubiquita¨ren Vorkommen im Schwarzen Meer ausgegangen werden kann. Durch
die Gro¨ßenfraktionierung konnte gezeigt werden, dass mit sinkender Fraktionsgro¨ße
der Toxingehalt steigt, da viele toxinproduzierende Phytoplanktonarten eine Gro¨ße
zwischen 40 und 150µm aufweisen. Dementsprechend wurden die Toxingehalte in der
gro¨ßten Fraktion (>200µm) durch Transportvektoren erkla¨rt. In den Messungen der
AZA-Filter-Extrakte konnten keine Azaspirosa¨uren detektiert werden, obwohl wegen
verschiedener Umweltparameter und der geographischen Lage ein Auftreten als wahr-
scheinlich galt.
Durch diese Arbeit konnten erstmalig Daten zur potentiell von Schalentier-Toxinen
ausgehenden Gefahr in ruma¨nischen Gewa¨ssern erhoben werden. Auch in bulgarischen
Gewa¨ssern konnte durch die Untersuchungen die potentielle Gefahr fu¨r Aquakultur,
Fischerei und Gesundheit besta¨tigt werden. Dabei ist jedoch anzumerken, dass in die-
ser Arbeit lediglich das Plankton auf jene Phycotoxine untersucht wurde. Ob und
wie stark diese Toxine jedoch akkumuliert in Muscheln auftreten, bleibt offen und
muss durch weitere Untersuchungen und wiederholtes Monitoring u¨berpru¨ft werden.
Außerdem steht die taxonomische Untersuchung der Planktonproben aus, durch die
Zusammenha¨nge der auftretenden Toxine in den unterschiedlichen Fraktionen sowie
ein Auftreten von AZA-produzierenden Arten genauer beurteilt werden ko¨nnen.
Daru¨ber hinaus konnte erfolgreich eine LC-MS/MS-basierte Methode zur Analyse von
Amphidinolen entwickelt werden. Durch Interpretation gegebener Spektren aus der Li-
teratur und eigener Messungen mit dem Luteophanol-D-Standard wurde ein Fragmen-
tierungsschema fu¨r Amphidinole erstellt, in welchem der C-1’/C-1-Bindungsbruch als
wichtiges Fragment bei allen Amphidinolen auftritt. Die durch diesen Bindungsbruch
entstehenden Fragmente sind zusammen mit den Moleku¨lmassen charakteristisch fu¨r
ein jeweiliges Amphidinol und ermo¨glichen so u¨ber den SRM-Scan eine pra¨zise Identi-
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fizierung und Quantifizierung. Dabei kann diese Methode stets um neue Amphidinole
erweitert werden, die beispielsweise durch Verwendung der entwickelten Neutralverlust-
Methode entdeckt wurden. Sowohl die SRM- als auch die Neutralverlustmethode wur-
den schließlich hinsichtlich chromatographischer und massenspektrometrischer Para-
meter optimiert. Zusa¨tzlich wurden unter Verwendung der NL-Methode in den vorlie-
genden Proben 16 neue Substanzen detektiert, die typische Eigenschaften von Amphi-
dinolen aufweisen. Darunter befinden sich Derivate bekannter Amphidinole, ga¨nzlich
neue Amphidinole und glykosilierte Formen. Dies stellt den ersten Nachweis von glyko-
silierten Phycotoxinen dar. Durch die entwickelten Methoden zur LC-MS/MS-basierten
Analyse von Amphidinolen wird die zuku¨nftige Forschung zu diesem Thema deutlich
erleichtert. Beispielsweise ko¨nnen Assoziationen zwischen Massensterben von Fischen
und dem Auftreten von Dinoflagellaten der Gattung Amphidinium in Zukunft durch
Analyse entsprechender Proben auf Amphidinole besta¨tigt oder widerlegt werden. Neue
Amphidinole ko¨nnen detektiert werden und hinsichtlich ihrere anticanzerogenen, anti-
mikrobiellen, antifungalen und weiteren pharmazeutisch interessanten Wirkungen un-
tersucht werden. Bei den hier durchgefu¨hrten Messungen handelt es sich um die erste
quantitative Analyse von Amphidinol-Gehalten mittels LC-MS/MS. Mit den entwi-
ckelten Methoden lassen sich in Zukunft unbekannte Proben schnell und mit relativ
wenig Aufwand auf sowohl bekannte als auch unbekannte Amphidinole untersuchen.
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Anhang
Anlage 1: Quantifizierungsdaten der lipophilen Toxine
Tabelle 18. Quantifizierungsdaten lipophile Toxine. * = in PTX-2-A¨quivalenten
Station Fraktion
Tpxingehalt [ng/Netzzug]
YTX PTX-2 PTX-1* PTX-11/-13*
1
20-50µm 504,86 0,43 2,14 0,05
50-200µm 1496,62 19,42 38,82 0,00
>200µm 261,38 6,45 9,34 0,00
3
20-50µm 0,00 0,37 0,00 0,09
50-200µm 0,00 0,16 0,37 0,03
>200µm 0,00 0,06 0,00 0,00
4
20-50µm 0,00 24,19 0,00 1,64
50-200µm 0,00 2,19 0,00 0,00
>200µm 0,00 0,16 0,00 0,00
7
20-50µm 348,55 7,50 0,00 0,69
50-200µm 11,98 11,81 0,00 0,55
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
8
20-50µm 8,13 19,25 0,00 0,87
50-200µm 0,00 4,49 0,00 0,00
>200µm 0,00 0,05 0,00 0,00
12
20-50µm 1700,89 1,93 1,18 0,00
50-200µm 561,04 33,66 34,49 1,01
>200µm 33,16 1,19 0,83 0,21
13
20-50µm 1098,26 32,16 1,06 0,96
50-200µm 941,25 64,07 24,75 0,77
>200µm 233,41 4,41 14,99 0,00
15
20-50µm 1155,16 6,70 0,00 0,24
50-200µm 761,91 16,30 14,22 0,76
>200µm 67,92 0,93 0,59 0,00
16
20-50µm 1179,57 8,81 1,94 0,70
50-200µm 537,35 59,97 40,92 3,28
>200µm 56,11 1,52 1,92 0,00
19
20-50µm 593,09 17,97 1,36 1,05
50-200µm 522,12 58,22 13,93 2,21
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>200µm 22,23 0,46 0,64 0,00
20
20-50µm 1900,64 7,89 4,29 0,30
50-200µm 1140,23 36,59 40,21 0,81
>200µm 41,40 0,34 0,63 0,00
23
20-50µm 911,08 75,28 7,91 4,91
50-200µm 0,36 8,52 9,04 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
24
20-50µm 0,00 39,65 0,00 3,23
50-200µm 0,00 12,86 0,24 0,63
>200µm 0,00 0,02 0,00 0,00
27
20-50µm 8,57 6,90 0,00 0,37
50-200µm 942,33 12,24 0,77 0,36
>200µm 0,00 0,60 0,00 0,00
28
20-50µm 1281,55 46,11 0,95 15,29
50-200µm 794,13 25,99 6,98 5,15
>200µm 7,81 0,00 0,00 0,00
31
20-50µm 177,74 9,26 2,51 0,45
50-200µm 594,61 182,57 289,32 0,00
>200µm 0,00 2,74 29,82 0,00
32
20-50µm 153,75 2,79 7,53 0,00
50-200µm 206,42 7,19 127,53 0,00
>200µm 22,85 3,40 31,71 0,00
35
20-50µm 700,04 5,93 2,83 0,00
50-200µm 3015,69 333,03 156,87 5,42
>200µm 715,87 35,31 43,57 0,57
36
20-50µm 476,34 30,96 2,22 0,96
50-200µm 833,40 70,69 31,11 1,35
>200µm 471,83 24,69 23,96 0,00
38
20-50µm 148,97 13,55 2,61 0,23
50-200µm 180,14 33,68 30,70 0,90
>200µm 17,63 31,01 29,64 0,00
39
20-50µm 1111,09 38,89 13,37 0,94
50-200µm 3460,24 119,67 70,94 2,94
>200µm 0,00 0,06 0,00 0,00
42
20-50µm 2878,15 95,54 16,59 6,03
50-200µm 3261,16 426,32 335,81 13,99
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>200µm 39,02 0,45 2,67 0,00
43
20-50µm 5013,87 86,40 18,23 4,96
50-200µm 808,21 94,48 81,86 6,07
>200µm 0,00 0,09 0,00 0,00
46
20-50µm 2,46 18,77 2,69 0,50
50-200µm 0,00 16,34 10,59 0,89
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
47
20-50µm 0,00 205,91 2,75 8,44
50-200µm 2,51 27,75 4,19 2,72
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
50
20-50µm 204,13 76,59 1,70 11,29
50-200µm 621,38 25,68 1,76 3,69
>200µm 0,00 0,00 0,07 0,19
51
20-50µm 11,07 12,96 0,89 0,71
50-200µm 0,00 0,72 0,51 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
54
20-50µm 63,37 41,05 0,40 2,87
50-200µm 0,00 0,78 0,00 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
55
20-50µm 50,64 25,83 0,25 1,48
50-200µm 0,00 0,53 0,00 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
58
20-50µm 65,61 32,64 2,03 1,88
50-200µm 0,00 21,68 1,27 2,12
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
59
20-50µm 2396,52 22,15 3,11 0,74
50-200µm 1291,17 28,61 8,88 1,72
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
62
20-50µm 9876,62 69,67 11,77 2,15
50-200µm 2956,08 41,10 67,37 2,66
>200µm 0,00 0,24 0,65 0,00
63
20-50µm 5819,55 65,11 33,28 1,98
50-200µm 6858,77 51,90 39,61 0,47
>200µm 15,84 0,34 1,30 0,00
66
20-50µm 1207,80 47,96 4,60 1,69
50-200µm 9,01 16,03 8,28 0,37
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
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67
20-50µm 478,67 5,31 0,59 0,00
50-200µm 187,38 7,05 4,51 0,12
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
70
20-50µm 6,15 21,14 0,17 0,73
50-200µm 0,00 0,01 0,03 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
71
20-50µm 46,00 48,87 0,44 1,40
50-200µm 0,00 1,42 0,13 0,03
>200µm 0,00 0,06 0,00 0,00
74
20-50µm 52,20 9,05 0,27 0,17
50-200µm 0,00 0,56 0,06 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
75
20-50µm 0,00 28,77 1,40 0,27
50-200µm 0,00 1,63 0,48 0,00
>200µm 0,00 0,00 0,00 0,00
78
20-50µm 17145,26 75,10 20,19 1,31
50-200µm 4653,29 14,14 24,10 0,00
>200µm 12697,50 188,99 48,72 4,32
79
20-50µm 3172,56 48,48 36,50 0,41
50-200µm 2493,78 77,78 54,70 0,86
>200µm 1166,45 1,67 15,05 0,00
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Anlage 2: Strukturen von Amphidinolen mit Carbonylgruppe
Abbildung 45. Strukturen der Amphidinole 18, 19, A und B, welche eine Carbonylgruppe
am hydrophilen Arm tragen. AM19 und AMB sind die sulfatierten Derivate von AM18 und
AMA. Letztere unterscheiden sich in der La¨nge des lipophilen Arms und Anzahl der darin
vorkommenden Doppelbindungen.
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Anlage 3: Produktionen-Spektren zur Besta¨tigung der mittels SRM detektierten Substanzen
Abbildung 46. Produktionen-Spektrum von 1382 Da des Amphidinium carterae Stamms CCMP1314A, mit dem die Substanz bei tR=2,71 min
als Amphidinol 18 besta¨tigt werden konnte.
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Abbildung 47. Produktionen-Spektrum von 1484 Da des Amphidinium carterae Stamms CCMP1314A, mit dem die Substanz bei tR=2,20 min
als Amphidinol 19 besta¨tigt werden konnte.
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Abbildung 48. Produktionen-Spektrum von 1668 Da des Amphidinium carterae Stamms DN241EHU, mit dem die Substanz bei tR=2,60 min
als Amphidinol 22 besta¨tigt werden konnte. Auch wenn der C-1’/C-1-Bindungsbruch in diesem Fall nicht zum abundantesten Fragment fu¨hrt
(1330 Da), ko¨nnen mehrere Paarfragmente ermittelt werden, welche eine Differenz von 338 Da aufweisen und charakteristisch fu¨r AM22 sind.
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Abbildung 49. Produktionen-Spektrum von 1344 Da des Amphidinium carterae Stamms ACRN02, mit dem die Substanz bei tR=2,23 min als
Luteophanol B oder C besta¨tigt werden konnte. Die Fragmente sind an der Struktur von Luteophanol B gezeigt; bei Luteophanol C sind zwei
der vier Hydroxylgruppen am lipophilen Arm an anderer Position, was jedoch keinen Einfluss auf die Fragmentierung hat.
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Abbildung 50. Produktionen-Spektrum von 1330 Da des Amphidinium carterae Stamms ACRN02, mit dem die Substanz bei tR=2,0 min als
Luteophanol D besta¨tigt werden konnte.
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Abbildung 51. Produktionen-Spektrum von 1296 Da des Amphidinium carterae Stamms ACRN02, mit dem die Substanz bei tR=2,58 min
als Lingshuiol A besta¨tigt werden konnte. Wa¨hrend die Paarfragmente in diesem Fall teilweise nur sehr geringe Peaks bilden, konnten bisher
unbekannte Bru¨che festgestellt werden.
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Abbildung 52. Produktionen-Spektrum von 1323 Da des Amphidinium carterae Stamms ACRN02, mit dem die Substanz bei tR=2,62 min
als Amphidinol 4 besta¨tigt werden sollte. Wegen zu geringer Abundanz der Substanz konnte das aussageschwache Produktionen-Spektrum
jedoch nicht sicher interpretiert und lediglich der C-1’/C-1-Bindungsbruch zugeordnet werden.
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Abbildung 53. Produktionen-Spektrum von 1422 Da des Amphidinium carterae Stamms ACRN02, mit dem die Substanz bei tR=2,52 min als
Carteraol E besta¨tigt werden sollte. Wegen zu geringer Abundanz der Substanz konnte das aussageschwache Produktionen-Spektrum jedoch
nicht sicher interpretiert und lediglich die Fragmente m/z 1029, 699 und 681 zugeordnet werden.
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Abbildung 54. Produktionen-Spektrum von 1362 Da des Amphidinium carterae Stamms DN241EHU, mit dem die Substanz bei tR=2,76 min
als Amphidinol A besta¨tigt werden konnte.119
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Abbildung 55. Produktionen-Spektrum von 1464 Da des Amphidinium carterae Stamms DN241EHU, mit dem die Substanz bei tR=2,20 min
als Amphidinol B besta¨tigt werden konnte.
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Anlage 4: Quantifizierungsdaten der Amphidinole
Tabelle 19. Quantifizierungsdaten Amphidinole, angegeben in fg/Zelle und in LPD-
A¨quivalenten
CCMP1314A CCMP1314B ACRN02 ACRN03 DN241EHU
AM18 447,04 754,62
AM19 97,03 168,83
U7 4,96 19,22
U8 1,22 4,63
U9 9,18 18,30
U10 17,68 40,23
U11 46,91 59,78
U12 16,96
U13 61,74 292,72
AM22 4,96 92,58 10,60
LSA 1875,78 2,57
U3 149,09
U1 1411,89
U2 38,85
LPD 130,73 0,09
LPB/LPC 52,57
U6 14,13
AM4 4,07
CARE 2,19
AMA 121,32
AMB 27,46
U14 16,42
U15 77,71
U16 28,70
U17 43,13
U18 148,79
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